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Machebeeuf et Tayeau {4 4 5] ont montré qu’une forte propor- 
tion des lipides du sérum sanguin devient extractible par I’éther 
lorsque l’on ajoute au sérum une quantité convenable d’un savon. 

Nous avons vérifié ce fait, puis poursuivi son étude. Au cours 
de ces recherches, il est apparu que le phénoméne de libération 
des lipides par le savon présentait des modalités curieuses. 

La quantité de lipides qui passe dans |’éther pour un volume 
donné d'un sérum en présence d’une. quantité donnée d’un savon 
varie considérablement avec la forme du récipient dans lequel 
est réalisée |’expérience. 

Lorsque Machebceuf et Tayeau découvrirent le détachement 
des lipides par les savons, ils opérérent toujours dans des condi- 
tions standardisées dans des boules a décanter toutes identiques ; 
Yinfluence de la forme des récipients ne pouvait done pas leur 
apparaitre et leurs conclusions sont exactes dans les conditions 
ot. us opéraient. 

Nous avons été amenés 4 utiliser des récipients de tailles 
diverses et ceci nous fit obtenir des résultats incohérents. En 
répétant les expériences et en discutant leurs résultats, l’influence 
de la forme des récipients nous est finalement apparue. 

Nous ne décrirons pas tous les essais préliminaires qui nous 
ont amenés a cette conclusion. Envisageons simplement quelques 
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expériences montrant combien est grande l’influence des condi- 
tions de contact entre l’éther et le sérum additionné de savon. 


Expérience I. — Pour cette expérience et pour toutes les 
autres que nous décrirons, les ampoules a robinet utilisées furent 
toutes identiques, mais on fit varier la position de ces ampoules 
dans le support qui les maintenait. De cette fagon, la surface de 
contact entre éther et sérum différait dans de larges limites, 
ainsi que l’épaisseur de la couche du sérum. Ces ampoules 

étaient des cylindres de verre Pyrex terminés, d’une 
par, par un robinet et, d’autre part, par un bouchon 
rodé (voir fig. 1). 

Suivant Vinclinaison de ces ampoules dans leur 
support, la surface de contact entre les deux phases 
variait considérablement. 

Lorsque les ampoules étaient maintenues  verti- 
cales, la surface de contact entre les deux phases 
était un cercle de 10,5 mm de rayon, donc de surface 
de 346 mm’. 

Lorsque ampoule était inclinée, la surface était 
alliptique. Enfin, lorsque l’ampoule était couchée, la 
surface de contact était rectangulaire ; ses dimensions 
étaient : 21 mm x 155 mm, soit 3 255 mm?. 

En position verticale, la couche de sérum avait 
une profondeur de 90 mm, tandis qu’en position 
couchée, elle n’avait que 10 mm. 

En somme, en position couchée, l’épaisseur de la 
couche de sérum était 4 peu prés neuf fois moins 
grande qu’en position debout, tandis que la surface 

Bie: de contact était & peu prés neuf fois plus grande. 

Les volumes des deux phases étaient toujours les 

mémes car, dans tous les cas, 20 ml de sérum étaient 
additionnés de 8 ml d’une solution de savon de titre connu et 
de 20 ml d’éther rectifié (distillé sur sodium). 

A Vinstant ot Vampoule est garnie de son contenu, on la 
renverse cinq fois lentement pour assurer l’homogénéité des 
phases, puis on la place dans son support dans la position 
quelle gardera pendant toute la durée de l’expérience, c’est- 
a-dire pendant cinq jours.- 

Les sérums ulilisés étaient des sérums de chevaux provenant 
du Service de Sérothérapie de l'Institut Pasteur. Ces chevaux 
navalent pas subi d’immunisation, mais seulement quelques 
saignées. 

Le savon élait du dibromostéarate de potassium préparé par 
nous a parur d’acide oléique qui fut bromé par addition a froid. 
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Nous avons choisi’ ce savon, comme le firent Machebceuf et 
Fayeau, afin de pouvoir en déterminer la proportion a tout 
instant dans un mélange de lipides par un simple dosage de 
brome par la technique proposée par deux d’entre nous [6]. ‘Le 
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Fic. 2. — En ordonnées : poids de l’extrait éthéré aprés 5 jours. 


En abscisses : quantité de dibromostéarate de potassium. 


brome servait en somme d’élément traceur. Nous ne cherchions 
done pas a avoir de l’acide dibromostéarique rigoureusement 
pur. Nous avons simplement débarrassé l’acide bromé de cer- 
laines impuretés insolubles dans l’éther de pétrole trés froid 
(— 21° C). L’échantillon d’acide bromé quia servi anos essais 
contenait 34,5 p. 100 de brome (chiffre théorique 36,14). 
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Pour déterminer ]a masse des substances dissoutes par 1’éther, 
nous évaporons ce solvant, puis le résidu est séché jusqu’a 
poids constant dans le vide en présence d’anhydride phospho- 
rique. Le résidu sec est dissous dans du chloroforme. La solu- 
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tion est filtrée sur verre frité, 
apres dessiccation sous vide. 
La figure 2 comporte deux courbes (1) : 
1° Une courbe en trait plein qui correspond au poids des 


puis évaporée ; le résidu est pesé 


(1) Les données graphiques sont toutes 


rapportées 4 100 ml de 
sérum, 
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substances dissoutes par |’éther aprés cing jours de contact dans 
les tubes en position verticale (cette courbe confirme les conclu- 
sions de Machebceuf et Tayeau). 

2° Une courbe en pointillé qui correspond aux poids des 
substances dissoutes par ]’éther aprés cing jours, les tubes ¢tant 
maintenus couchés. 

La différence entre les deux courbes est considérable. Le 
simple fait de maintenir les tubes horizontaux au lieu de les 
laisser verticaux multiplie 4 peu prés par trois la quantité des 
substances que dissout |’éther en cinq jours. 

Notons dés maintenant que les différences constatées entre les 
positions verticale et horizontale ne correspondent pas 4 une 
simple différence dans la quantité d’acide gras du savon mis en 
ceuvre ayant passé de l’eau dans |’éther. En effet, le dosage du 
brome dans les extraits éthérés prouve que la proportion d’acide 
gras provenant du savon est trés faible et hors de proportion 
avec l’accroissement de masse de l’extrait éthéré lorsque l’on 
compare les tubes couchés avec les tubes verticaux. 

Sur la figure 8, nous avons tracé, 4 cété des courbes déja 
présentées dans la figure 2, deux courbes dont les points sont 
obtenus en retranchant des ordonnées des courbes précédentes, 
Jes masses d’acide bromé déterminées par dosage du brome dans 
les extraits éthérés (courbes en traits interrompus). 

Dans cette expérience, nous avions fixé arbitrairement la durée 
de contact entre l’éther et le sérum a cing jours. On pouvait 
done se demander si le phénoméne observé ne découlait pas 
simplement d’une influence des positions relatives des phases 
sur la vitesse du passage des lipides d’une phase a l’autre. II 
n’en est rien, comme le prouve l’expérience suivante : 


Exprérience II. — Deux tubes sont garnis de fagon identique : 
20 ml de sérum, 20 ml d’éther et 8 ml d’une solution de savon 
contenant en tout 848 mg d’acide dibromostéarique 4 l'état de 
savon. Le mélange savon + sérum avait un pH égal 49,0 environ. 
Les deux tubes sont laissés 4 la température du laboratoire, prés 
lun de l'autre, mais l’un d’entre eux est placé verticalement, 
tandis que l’autre est couché. Aprés un mois, on étudie la phase 
éthérée de chacun de ces tubes. L’éther du tube couché contient 
460 mg de substances lipoidiques, tandis que l’éther du tube 
vertical n’en contient que 116 mg. 

De nombreux essais semblables mettant en ceuvre des quan- 
tités différentes de savon ont confirmé que les différences entre 
position couchée et position debout ne sont pas dues a une 
simple différence dans le temps nécessaire pour atteindre une 
limite commune. Quelle que soit la durge de contact, la quantité 
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de lipides qui passe dans |’éther est considérablement plus ¢levée 
dans les tubes couchés que dans les tubes maintenus verticaux. 


& 
3° 
°o 


Cipides 


@o 
° 
omg 


Aoo 


5 14 21 jours 28 


Fic. 4. — Courbe 1: Concentration en savon 1,15 g pour 100 ml de sérum. 
Courbe 2 : Concentration en savon74,6 g pour 100 ml de sérum. 
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Fic. 5. — Courbe 1: Savon c=1,15 g pour 100 ml de sérum. 
Courbe 2 : Savon c=4,6 g pour 100 ml de sérum. 
Expérience III. — En poursuivant nos essais sur |’influence 


de la durée de contact entre l’éther et le sérum, nous avons 
observé un phénoméne tis curieux : pendant cing jours environ, 
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la quantité de lipides dans la phase éthérée augmente progres- 
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Fie. 6. — Courbe 1: Savon ec =1,15 g pour 100 ml de sérum. 


Courbe 2 : Savon c= 4,6 g pour 100 ml de sérum. 


sivement, puis, contrairement 4 toute prévision, la quantité de 
lipides dissoute dans |’éther diminue ensuite nettement. Tout 
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se passe donc comme si des lipides passaient du sérum dans 
l’éther pendant cing jours, puis abandonnaient ensuite la phase 
éthérée pour repasser dans le sérum. Ce fait curieux est constant, 
nous l’avons observé pour diverses proportions de savon. 

La figure 4 comporte deux courbes représentant les varia- 
tions en fonction du temps de la quantité de lipides présente dans 
la phase éthérée, en position verticale, pour deux concentrations 
en savon. La figure 5 représente les variations de la quantité de 
cholestérol total. 

Un fait plus curieux encore est le suivant: si, au quatorziéme 
jour, pour un tube vertical, alors que la courbe est fortement 
descendante, on couche le tube en expérience, la courbe devient 
fortement ascendante (fig. 6) {traits interrompus]. 

Ces différences dans le décollement des lipides par le 9-10 dibro- 
mostéarate de potassium dans des tubes en positions verticale 
et horizontale ne sont pas imputables 4 une seule substance 
lipidique. Nos dosages sur les extraits éthérés ont porté sur le 
phosphore lipidique [7], le cholestérol total [8] et le brome de 
Pacide gras [6]. Les résultats montrent bien que chaque fois, et 
toutes choses égales d’ailleurs, ]’éther extrait plus de chacun 
des types de substances en position horizontale qu’en position 
verticale. 

Voici, par exemple, des données prises parmi nos résultats. 
TasLeau Il. — Extrait éthére prélevé aprés 6 jours pour diverses 


concentrations en 9-10 dibromostéarate de potassium rapporté 
a 100 ml de sérum. 


QUANTITR EXTRAIT 
de savon total 
en ml en mg 


CHOLESTEROL 
en mg 


Tube vertical... . 25 
Tube horizontal . . 410 


Tube vertical ... 345 
Tube horizontal . . 805 


Tasteau Il. — Extrait éthéré prélevé le vingt-huitiéme jour pour 


400 ml de sérum et 10 ml de 9-40 dibromostéarate de potas- 
sium. 


EXTRAIT TOTAL ACIDE BROME CHOLESTEROL 
en mg en mg 


Tube vertical 26,4 14 
Tube horizontal .. . 5 312 84,4 
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En somme, le décollement des lipides du sérum de cheval, par 
Je 9-10 dibromostéarate de potassium, est fonction de plusieurs 
facteurs dont le plus inattendu est la forme du récipient ou la 
position de ce dernier. Les différences de passage de lipides 
constatées dans les tubes verticaux et horizontaux ne proviennent 
pas d'une différence de vitesse de passage de l’acide gras bromé 
de l’eau dans |]’éther. Il semble que ]’épaisseur de la couche de 
sérum dans le récipient soit le facteur prépondérant. 

Nous poursuivons nos recherches sur |’interprétation du pro- 
cessus de décollement des lipides par les savons. 


RESUME. 


Si Pon ajoute un savon a du sérum sanguin en présence 
d’éther, ce solvant extrait une praportion notable des lipides du 
sérum. Les modalités de cette extraction sont curieuses : 

1° La quantité d’extrait obtenu pour une teneur donnée en 
savon dépend de la forme du récipient dans lequel |’éther et le 
sérum sont laissés en contact (une étude systématique de ce 
facteur est effectuée). 

2° Si l’on étudie Ja teneur de l’éther en fonction du temps de 
contact, on observe qu’une partie des lipides qui passent dans 
l’éther pendant les premiers jours repasse ensuite dans le sérum. 

3° Les conclusions ci-dessus sont valables pour chacun des 
divers constituants étudiés dans l’extrait éthéré : phospholipides, 
cholestérol, acide gras. 
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LES BACTERIES SEMI-RESISTANTES 
AU BACTERIOPHAGE 


IV. — INFLUENCE DE LA CONCENTRATION DE CERTAINS IONS 
SUR LE COMPORTEMENT DES BACTERIES SEMI-RESISTANTES 
VIS-A-VIS DU PHAGE. SIGNIFICATION DE CES BACTERIES. 


par R. WAHL et L. BLUM-EMERIQUE. 


(Institut Pasteur.) 


Influence de la concentration de certains ions. 


L’action des ions sur la bactériophagie a été indiquée par 
Sertic [4] et par Gratia [4].-Dans des publications antérieures [5, 
6, 7] nous avons montré que l’interaction du phage S,, et des 
bactéries sensibles était conditionnée par les concentrations des 
ions PO*-—— et Ca++. Dans un travail en cours nous étudions 
l’influence analogue d’autres éléments tels que le sodium. 

Nous allons voir que l’interaction du méme phage et des bac- 
téries semi-résistantes est également conditionnée par les concen- 
trations de ces deux ions, mais avec des exigences différentes en 
ce qui concerne ces concentrations. 


Tecunigues. — (Les techniques générales ont été décrites dans 
un mémoire précédent [9]. La seule différence est que, a.cdté des 
milieux usuels (eau peptonée et bouillon), divers milieux synthé- 
tiques ont été utilisés. Ils ont été établis a partir de l’un des 
trois milieux de base suivants : 


Milieu A. — On prépare les trois solutions suivantes : 

A? SO(NU jo. <!--2. ocd. Sut ae eee 0,75 g 
RO ep ees en 0,5 ¢ 
Oh Ser RE Be 0,05 g 
GHICOSO% 25. Leos es Ce eee ee 20 g 
Bausbi distill Ges pou megs eae eae 400 cm 


2° Solution de CaCl,, 4H,O a 6 p. 100 dans l'eau bidistillée. 

Etant donné que ce sel est hygroscopique, le Ca est titré dans 
la solution et les quantités de Ca ajoutées au milieu sont calculées 
apres ce titrage. 
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3° Tampon de phosphates de pH 7,6: 


EL ORNoat ties DEG O)Seeheacaars tere a aces? Fua-teems sdxc heey: oy xuesees 19,95 g 
EO a Eves Be tan ie a De A Se ce 0,45 g 
HAs DiGiStiwlee POMTa ean. fs ae). Ps te Neat tl ae his 400 em? 


‘Les trois solutions sont autoclavées séparément. On prépare 
le mileu en ajoutant a 10 cm® de la premiére des quantités 
variables des deux autres et en complétant A 100 cm® avec de 
Veau bidistillée stérile. 

Milieu B. — On prépare, en plus des trois solutions précé- 
dentes, une solution de a-glycéropkosphate de sodium a 23 p. 100. 

Aprés autoclavage, on ajoute a 10 cm® de la premiére solution 
des quantités variables des trois autres et on compléte a 100 cm’. 

Milieu C. 


Lactate d’ammonium 450 p.100............. 12g 
Glycérophosphate de calcium «, quantité variable a partlirde. 0,54 g 
Sulfate: deumacnesiuie ci. a os, wots eco ees ys S 0,142 g 
GING OSCMRNeE weer mame Tan ol es ee ep Reo Lys ohare 15 g 
WEROMOI COGS abe og lolyce clo tou eae ee Oe On oes wow bc 3,4 g 


Ajouter 500 cm’ d’eau bidistillée, ajuster 4 pH 7,2 avec 
HC] N/10 et compléter a 1 1. On ajoute, dans certains cas, des 
quantités variables de la solution de CaCl,, 4H,O 4 6 p. 100. 

Le premier milieu permet d’étudier l’effet des concentrations 
faibles de Cat+ avec des concentrations de PO*——~— assez 
élevées. Il est tamponné par les phosphates. 

Dans le second, on peut introduire, sans qu’elles soient préci- 
pitées, de plus grandes quantités de Ca++, en s’arrangeant pour 
que la quantité de phosphates suffise & obtenir un certain effet 
tampon (la multiplication du phage S,, supporte une certaine 
acidification, vers pH 5,5). Nous avons vu, dans une publication 
précédente [6, 7], que le glycérophosphate agit sur la multipli- 
cation du phage de la méme facgon que les phosphates. 

Enfin, le dernier milieu permet d’utiliser de trés fortes concen- 
trations de Cat+, avec des quantités variables de glycéro- 
phosphate. Le tampon véronal-HCl remplace dans ce milieu le 
tampon de phosphates. On a vérifié que le véronal, 4 cette concen- 
tration, n’inhibe a aucun degré la multiplication des bactéries et 
des phages. . 

Dans la seconde des publications citées [7], nous avions déja 
montré l’existence d’une différence, au point de vue des exigences 
en calcium et en phosphates, entre le systeme phage-souche O 
et le systéme phage-souche I (désignée alors sous le nom de 
souche G.C.). Mais nous avions formulé l’hypothése que le 
phage S,, subissait une mutation en passant sur cette seconde 
souche, Cette hypothése, nous l’avons dit ailleurs [9], n’a pas 
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été confirmée, et ila été établi que les différences observées ¢élaient 
dues a des propriétés différentes des deux souches. 

Nous rappellerons, en les complétant, les résultats oblenus avec 
les souches O (sensible) et I (semi-résistante), et nous ensisagerons 
ensuite le cas de la souche IV (également semi-résistante). 

Dans chaque milieu et avec chacune des souches nous avons 
fait de nombreux essais, avec diverses proportions de phages et 
de bactéries, et en calculant le rendement en phages; ce qui 
« permis de préciser l’influence de la composition du milieu sur 
la production de phages. Sans entrer dans les détails d’expérience, 
nous donnerons les résultats essentiels. 

Nous dirons d’abord quelques mots des constatations faites 
dans les milieux usuels ; nous montrerons ensuite comment les 
recherches ont été orientées par l’analyse de l'eau peptonée 
utilisée, et enfin comment, en utilisant des milieux synthétiques, 
on a précisé pour chaque souche les conditions d’équilibre 
exigées entre les concentrations des deux ions. 


a 


I. — CoNSTATATIONS FAITES DANS LES MILIEUX USUELS. 


En bouillon, on n’obtient ja multiplication du phage que sur 
la souche O, d’ailleurs avec un rendement trés variable suivant 
le lot de bouillon utilisé. Dans les cas ott le rendement est faible, 
on laméliore par addition d’une petite quantité de CaCl,, corres- 
pondant 4 0,010 g environ de Ca par litre de bouillon. 

Sur les souches I et IV, le phage ne se multiplie pas en 
bouillon, méme si on ajoute une faible quantité de CaCl,. On 
n’a pas poussé les investigations plus loin, en particulier on n’a 
pas essayé d’ajouter une plus grande quantité de CaCl, ou des 
phosphates. 

En eau peptonée, on obtient un bon rendement sur la souche O ; 
addition de CaCl, (jusqu’a 0,225 g de Ca par litre) ne l’a pas 
modifié. On n’a pas fait d’autres essais. 

Sur la souche I, le rendement est moins bon, mais on l’amé- 
hore en ajoutant 0,005 g de Ca par litre. Au contraire, l’addi- 
tion de phosphates fait baisser le rendement et cela d’autant plus 
qu’on en ajoute davantage ; a partir de 0,320 g¢ de P ajouté 
(sous forme de phosphates) par litre de bouillon, le rendement 
devient nul. 

Sur la souche IV, le rendement est trés faible en eau peptonée, 
quelles que soient les proportions de phages et de bactéries 
ensemencés, L’addition de CaCl, augmente ce rendement qui, 
de 10 passe a 30 par addition de 0,044 g de Ca par litre et 
a 600 par addition de 0,088 g de Ca par litre. 

L’addition de phosphates, méme en petite quantité, a T’eau 
peptonée empéche la multiplication du phage sur la souche IV. 
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Il. — ANALYsEe DES ELEMENTS MINERAUX DE L’EAU PEPTONEE. 


I] était évident, d’aprés les constatations précédentes, que les 
concentrations en phosphates et en calcium exercaient une 
influence sur la multiplication de S,, et que cette influence 
variait avec la souche en cause. Cependant rien ne permettait 
de refuser un réle a4 d’autres éléments du milieu, minéraux ou 
organiques. L’analyse des cendres de l’eau peptonée a permis 
d’orienter les recherches. 

Une solution de cendres a été préparée de la facon suivante : 
évaporation a sec d’un certain volume d’eau peptonée, calcina- 
tion au four & moufle jusqu’aux cendres charbonneuses, suivie 
d’extraction par l’eau des sels solubles, de calcination du résidu 
jusqu’aux cendres blanches, et de reprise par l’acide chlor- 
hydrique dilué. La solution chlorhydrique est évaporée a sec et 
reprise finalement par de l’eau distillée. 

Les volumes des liquides d’extraction sont choisis de facon 
que le volume total des deux liquides réunis soit égal a celui de 
eau peptonée dont ils proviennent. 

Par ailleurs, des analyses des éléments minéraux de la pep- 
tone (1) ont donné les résultats suivants (les poids en milli- 
grammes sont rapportés 4 1 1 d’eau peptonée a 3 p. 100). 


IN aL irc scuen fee Gs Trés abondant (non dosé). 

| is oe cclieraa iar ia 340 (dont 260 de P minéral et 80 de P organique), 
Cayeie ais ak aes 550 (dont 390 de Ca dialysable). 

IM oe erarnar. rp 25 (dont 12,5 dialysable). 

ng Ray ae eee / 

Rees gs sear: Traces. 

Cue ee 

Minette A Ja limite. 

Pheer ero! 3 Extr. limite. 


Nous avons obtenu une bonne multiplication du phage sur 
nos trois souches dans un milieu dont la moitié du volume total 
était constituée par la solution de cendres et dont la source 
d’azote était le sulfate d’ammonium et la source de carbone le 
elucose. Mais, si on constituait le milieu de maniére que les 
cendres soient dissoutes dans un volume égal au volume initial 
de l’eau peptonée on n’obtenait pas de multiplication sur la 
souche IV. Or, Vanalyse montre que prés de la moitié du Ca 
et Je quart environ du P de la peptone sont en combinaison 
organique ; et que la solution de cendres contient justement deux 
fois plus de calcium ionisé que le volume correspondant d’eau 


peptonée. 
(1) Ces analyses sont dues 4 M'* Faure (pour le, phosphore), & 


M. Lavollay (pour le calcium et le magnésium), 4 M. Didier Bertrand 
(pour l’analyse spectrale qualitative). Nous les en remercions ici. 
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Il ressortait done déja de ces expériences que : 

a) Ce sont les éléments minéraux de l'eau peptonée qui inter- 
viennent dans la multiplication du phage sur les différentes 
souches ; b) ils agissent a |’état de composé minéral (et peut- 
étre aussi de sels organiques de faible poids moléculaire, car nos 
expériences montrent que le P agit aussi bien a l'état de glycero- 
phosphates que de phosphates) ; c) ils doivent étre a une certaine 
concentration. 


III. — UriiisaTION DES MILIEUX SYNTHETIQUES. 


Une étude plus précise et plus compléte a été faite en utilisant 
les milieux synthétiques décrits plus haut. Nous en donnerons 
les résultats les plus significatifs. 

Sur la souche O. — Dans une série d’essais avec des milieux 
du type A, contenant 3,2 x 10-* M de Ca et des concentrations 
de P (sous forme de phosphates) s’échelonnant entre 2,6 x 10 M 
et 7,3 x 10-*M, nous avons constaté que le rendement était 
maximum pour toutes les concentrations de P comprises entre 
2,6'x 10 Meet 1)3'x 10-7: M Entrest73 ixel0s 4M eran 
de P, le rendement est d’autant plus faible que la concentration 
du P est plus élevée. Au-dessus de 4 x 10-7? M de P, le rende- 
ment est nul. Dans les milieux ot la concentration de Ca est 
supérieure a 3,2 x 10-*M, le rendement varie encore dans le 
méme sens en fonction de la concentration de P ; mais les concen- 
trations de P tolérées sont plus grandes. 

Par ailleurs, dans des milieux ayant tous une méme concen- 
tration de P, choisie convenablement, la multiplication du phage 
sur la souche n’est observée que si la concentration de Ca est 
comprise entre un minimum et un maximum ; lesquels different 
suivant la concentration en P du milieu. 

Sur la souche I, les essais ont été faits dans les milieux de 
type A ou B. Ces derniers étaient utilisés pour les concentrations 
de Ca relativement élevées, comme nous l’avons dit plus haut. 

La concentration de 3,2 x 10-*M de Ca, qui permettait 
d’obtenir une bonne multiplication sur la souche O, est ici 
insuffisante ; si, avec cette concentration de Ca, la concentration 
de P est infériceure ou égale a 5,4 x 10-°M, le rendement es! 
tres faible ; il est nul si cette concentration dépasse 5,4 x 10-3 M. 
Avec des concentrations de 4,8 x 10-*M de Ca, on peut obtenir 
des rendements plus élevés, mais a condition que la concentration 
de P ne dépasse pas 7 x 10-*M; le rendement est nul dés que 
la concentration de P atteint 9 x 10-°M. Dans les milieux ot 
la concentration de Ca dépasse 5,4 x 10-* M, la multiplication. du 
phage est possible mais avec des concentrations plus grandes de P, 
concentrations qui seraient inhibitrices en présence de moindres 
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quantités de calcium; pour une concentration déterminée de P, 
1: faut que la concentration de Ca soit comprise dans une certaine 
zone au-dessus et au-dessous de laquelle le phage ne se multiplie 
pas sur cette souche. Les conditions générales sont done ana- 
logues pour les souches O et I, mais pour une méme concen- 
tration de calcium, l’inhibition par le P commence 4 partir d’une 
dose moins élevée ; et pour une méme dose de P, la dose de Ca 
minima nécessaire 4 la multiplication du phage est plus forte 
pour la souche I que pour la souche O. 

Pour la souche IV, les premiers essais ont été négatifs. Is 
étaient faits dans le milieu A avec des concentrations variables 
de P et de Ca; mais celles-ci restaient dans l’ordre des valeurs 
habituellement efficaces pour la multiplication de S,, sur les 
souches O et I. Les résultats de analyse de l’eau peptonée et 
des essais de multiplication de S,, sur la souche IV dans l’eau 
peptonée additionnée de CaCl, et de phosphates nous ont amenés 
& penser que cette multiplication exigeait des concentrations de 
Ca exceptionnellement élevées. Et en effet, en utilisant le 
milieu C (qui, comme nous l’avons vu, permet d’atteindre ces 
fortes concentrations), nous avons obtenu les résultats suivants : 

Avec des concentrations de Ca comprises entre 2,5 x 10-*+M 
et 6,25 x 10+ M, on n’obtient aucune multiplication du phage 
sur la souche IV, quelles que soient les concentrations de P (par 
exemple, 2:6 x 10> M, 5 x 10—*\M>.1,5°x 107*.M). La concen- 
tration de Ca doit étre au minimum 2 x 10-*M; encore faut-il 
que dans ce cas, la concentration de P soit faible. Si l’on augmente 
celle-ci, il faut aussi augmenter celle de Ca. Inversement, si ]’on 
augmente fortement (2) la concentration de Ca, sans augmenter 
celle de P, le rendement baisse, mais pas considérablement. Enfin, 
une augmentation modérée de la concentration de P sans augmen- 
tation de celle du Ca agit beaucoup plus intensément sur le 
rendement. 

Nous n’avons pas fait suffisamment d’expériences pour donner 
un tableau complet des concentrations optima respectives de Ca 
et de P (3). Cependant, nous avons constaté qu’on obtenait de 
bons rendements dans les cas ou les concentrations de P et de 
Ca élaient a peu prés équimoléculaires, avec peut-Ctre une concen- 
tration de Ca un peu plus élevée que celle du P. 

C’est ainsi que nous avons obtenu de bons rendements dans 
les cas ot les concentrations étaient de 2,6 x 10-*M de P, 


(2) Une augmentation modérée du Ca ne modifie pas le rendement. 
Par exemple, avec 2,6 x 10-*M de P, le rendement ne baisse pas si 
la concentration de Ca reste entre 2,6 x 10-*M et 5,9 x 10-3 M. 

(3) Nous reviendrons, d’ailleurs, sur cette question dans un travail 
ultérieur, car d’autres ions interviennent dans cet équilibre. 
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3,9 x 10-°M de Ca et dans ceux ou 5,5 x 10-* M de P étaient 
en présence de 5,7 x 10-*M de Ca; ou encore 8,4 x 10 M 
de P en présence de 1 x 10-?M de Ca. 


DiIscussION. 


On voit que pour une souche donnée, la production des 
phages S,, n’est possible que si la concentration de Ca lonisé 
est supérieure A un certain minimum. Cette condition étant 
réalisée, on remarque que le rendement en phages est maximum 
tant que la concentration de P utilisable (sous forme d’ions 
PO*——— ou a l’état de glycérophosphate) est inférieure a une 
certaine valeur critique ; si elle dépasse cette valeur, le rendement 
diminue en fonction de l’augmentation du taux de P (zone d’inhi- 
bition partielle par les phosphates), et devient nul a partir du 
moment ow celui-ci atteint une seconde valeur critique (zone 
inhibition totale par les phosphates). 

Si, toujours avec la méme souche, on emploie une concentration 
de Ca plus forte, on constate que les deux concentrations critiques 
de P sont plus élevées, autrement dit que la tolérance du systeme 
phage-bactérie pour les phosphates augmente, en fonction de la 
concentration du Ca. Mais ceci ne vaut que dans de certaines 
limites, car des concentrations trop élevées aussi bien de P que 
de Ca sont incompatibles avec la multiplication du phage. 

L’interaction du phage S,, et des bactéries d’une souche donnée 
na done lieu que si les conditions suivantes sont réalisées : 
a) une concentration de Ca supérieure & un minimum; b) une 
concentration de P inférieure & un maximum; c) dans la zone 
oti les concentrations de Ca et de P sont compatibles avec cette 
interaction, un rapport des concentrations moléculaires Ca/P 
compris entre certaines limites. 

ll importe ici de souligner que ces exigences se chiffrent 
différemment pour chaque souche. Des trois souches étu- 
diées, c’est la souche IV qui exige le plus de Ca et tolére 
le moins de P ; puis vient la souche I, qui exige moins de Ca 
que la précédente et tolére davantage de P et enfin la souche O, 
qui, des trois, exige le moins de Ca et tolére le plus de P. Les 
3 souches s’échelonnent dans le méme ordre, si on les consi- 
dere au point de la valeur optima du rapport Ca/P. Cette valeur 
est aux environs de 1 pour la souche IV, de 7 x 10-? pour la 
souche I et de 2,4 x 10—-* pour la souche O. 

Les expériences relatées ci-dessus montrent done que le rende- 
ment en phages dépend de l’équilibre ionique du milieu. 

Or, nous avons vu dans un mémoire précédent [10] que si l’on 
considére des cultures en eau peptonée, chaque souche est carac- 
lérisée par un certain pourcentage de bactéries réceptives au 


—— 
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phage et qu’une souche produit d’autant plus de phages que ce 
pourcentage est plus élevé. 

L’équilibre ionique du milieu agit done trés probablement sur 
le rendement en phages par |’intermédiaire d’une modification 
du pourcentage des bactéries réceptives. 

Dans le cas d’une souche semi-résistante en M. S., si l’on fait 
varier 4 lintérieur d’une certaine zone les concentrations des 
ions P et Ca, le rendement est fonction des variations de l’ équi- 
libre entre ces ions. Par ailleurs, il existe une zone de concen- 
trations ot! le rendement est nul, et une zone ot il est maximum. 

Dans la zone ot le rendement est nul, toutes les bactéries 
seraient en état réfractaire, dans celle ot il est maximum elles 
seraient en majorité en état réceptif. Dans la zone intermédiaire, 
les unes seraient en état réceptif, les autres en état réfractaire. 
Si, tout en restant dans cette zone intermédiaire, on change les 
concentrations des ions, on changerait les proportions des deux 
variétés, Par exemple, en modifiant la concentration des phos- 
phates dans un certain sens, on ferait passer une partie des 
bactéries de l'état réfractaire a l'état réceptif. 

Dans le cas de la souche sensible O, cultivée dans leau 
peptonée que nous utilisons, toutes les bactéries sont réceptives 
a Vinfection par le phage. Mais la production de phages est 
aussi influencée par l’équilibre ionique du milieu. L’analogie 
est évidente avec les souches semi-résistantes et, en effet, nous 
avons vu {7] qu’une telle modification est due 4 ce qu’un certain 
nombre de bactéries deviennent incapables de multiplier le phage. 


Signification des bactéries semi-résistantes. 


Il nous reste a essayer de préciser, a l’aide des résultats acquis 
dans cette série de recherches, la signification des bactéries semi- 
résistantes ; d’une part, en comparant leurs réactions aux diffé- 
rents types de réactions aux phages déja connues, d’autre part, 
en les étudiant au point de vue génétique. Enfin, nous dirons 
quelques mots de ce qu’on pourrait appeler la réceptivité d’une 
population bactérienne vis-a-vis du phage. 


1° Les DIFFERENTS TYPES DE REACTIONS DES BACTERIES AUX PHAGES. 
— I] importe de préciser en quoi les réactions des bactéries sem1- 
résistantes aux phages différent de celles des bactéries résistantes, 
des bactéries sensibles et des bactéries lysogenes. , 

a) Les bactéries résistantes se comportent dans une certaine 
mesure comme les bactéries semi-résistantes en état réfractaire. 
Mais leur résistance au phage est permanente et définitive. Hat 

b) Les bactéries sensibles réagissent comme des bactéries 
semi-résistantes en état réceptif, et l’analogie se poursult en 


2 
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ce sens qu’elles exigent certaines conditions d’équilibre ionique 
du milieu pour produire du phage. Mais, d’une part, ces 
conditions sont beaucoup moins étroites, d’autre part, les 
populations de bactéries sensibles sont homogenes dans leurs 
réactions au phage (en dehors de mutations possibles), alors que 
des bactéries semi-résistantes d’une méme population sont les unes 
en état réfractaire, les autres en état réceptif avec passage possible 
de lun a Jautre. 

c) Les bacléries lysogénes, enfin, ressemblent aux bactéries 
cemi-résistantes par le point suivant : a un instant donné, certaines 
sont réfractaires au phage qu’elles portent, alors que d’autres 
sont en état d’étre lysées par lui. Mais il s’agit d’une différence 
de comportement uniquement envers le phage porté par les 
bacléries, alors que la semi-résistance se manifeste pour un phage 
venu du dehors, dés la premiére infection par celui-ci. En effet. 
apparition de mutants semi-résistants a été constatée dans des 
souches sensibles qui n’ont jamais été en contact avec le phage. 

Notons que, étant donné qu’il existe des souches crypto- 
lysogénes, nous avons essayé par tous les moyens de mettre 
en évidence une infection latente par un phage dans les popu- 
lations semi-résistantes ; toutes ces tentatives ont échoué. Mais, 
répétons-le, méme si ces souches étaient lysogénes, cela n’expli- 
querait pas leur comportement particulier envers une infection 
par un phage venu du dehors. 


2° PrRoBLEMES GENETIQUES. — Par ailleurs, les bactéries semi- 
résistantes posent des problémes d’ordre génétique. 

Luria et Delbriick [8] ont démontré que chacune des colonies 
de la culture secondaire de la souche de E. coli T aprés la lyse 
par le phage T, a pour origine un mutant et n’est pas compos¢e 
de bactéries modifiées par le phage. 

Nous avons vu que la souche O de Y6R donne deux sortes de 
colonies secondaires, les unes résistantes, les autres semi-résis- 
tantes au phage S,,. Nous avons constaté que les bactéries semi- 
résistantes apparaissent également dans cette souche en dehors 
de la présence du phage. I] est done évident qu’elles proviennent 
aussi d’une mutation. La mutation est caractérisée, entre autres, 
par une modification des exigences, au point de vue de l’équi- 
libre Ca — P, de l’appareil enzymatique qui fait la synthése du 
phage. an 

Les deux modes de passage de l'état réfractaire a l'état réceptif 
ou iversement ont une signification bien différenute une de 
Yautre au point de vue génétique. 
lt Quand on fait changer l'état des bactéries en modifiant 
Péquilibre ionique du systéme, on ne modifie pas génétiquement 
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ces bactéries qui gardent les mémes exigences au point de vue 
de cet équilibre. On utilise seulement leur propriété de réagir 
différemment suivant les milieux. 

2° Quand, sans qu’il y ait une modification de 1’équilibre ionique 
qui puisse en rendre compte, des bactéries réceptives apparaissent 
en présence de phages dans la descendance des bactéries réfrac- 
taires, celles-ci appartiennent a un autre génotype que les 
premiéres puisqu’elles n’ont pas les mémes exigences au point 
de vue de l’équilibre ionique. On peut donc interpréter ce second 
phénoméne comme une mutation, peut-étre provoquée par l’action 
de produits du métabolisme du systéme phage-bactérie. I] parait 
donc comparable 4 celui que nous avons décrit sous le nom de 
lyse par entrainement [8]. En effet, dans ce dernier on voit appa- 
raitre, sous l’influence d’un facteur produit par le métabolisme 
phage-bactérie, des bactéries sensibles dans la descendance de 
bactéries résistantes. 


3° REACTIVITE D'UNE SOUCHE BACTERIENNE VIS-A-VIS D’UN PHAGE. 
‘— Il ressort des faits que nous avons constatés que les souches 
bactériennes d’une méme espéce (sensibles ou semi-résistantes) 
peuvent présenter, vis-a-vis d’un méme phage, des réactions 
différentes. 

Dans le but de comparer entre elles ces réactions, nous pro- 
posons d’introduire la notion de réactivité d’une souche vis-d-vis 
Gun phage. 

On peut avoir une notion du degré de réactivité de diverses 
souches semi-résistantes en les comparant a celles d’une souche 
sensible de méme espéce prise pour étalon. 

Cette réactivité sera d’autant plus grande que (toutes choses 
égales d’ailleurs) les plages seront plus grandes et plus nom- 
breuses et le rendement en phages plus élevé, pour une culture 
infectée. 

Le pourcentage des bactéries réceptives de la souche pourrrait 
donner une mesure de cette réactivité. Celle de la souche sensible, 
dont toutes les bactéries sont capables au méme moment de faire 
la synthése du phage, serait égale a l’unité. 

Rappelons que d’Hérelle [2] avait admis l’existence de phages 
de virulence différente : les phages les plus virulents produiraient 
pour cet auteur des plages plus nombreuses et plus grandes, 
ainsi qu’une lyse totale en milieu liquide, méme avec une prépa- 
ration de phages peu concentrée. Cette notion de virulence n’a 
jamais été bien précisée, mais on est fondé a se demander, en 
examinant les observations de cet auteur, si les différences appa- 
rentes quil avait observées dans |’activité des phages n’étaient 
pas dues en réalité a ce qu'il les faisait agir sur des souches de 
réactivité différente. 
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D’ailleurs les travaux plus récents n’ont apporté aucun fait 
qui confirmat l’existence de différences dans la « virulence » des 
phages, 

Il nous semble done que la notion de réactivité des souches 
loive remplacer celle de virulence des phages. 


Conclusions. 


1° ‘La production des phages par la souche sensible aussi bien 
que par les souches semi-résistantes varie en fonction des concen- 
trations des ions Cat+ et PO*——— dans le milieu. Plus préci- 
sément, la production des phages n’est possible que pour des 
concentrations de Ca++ comprises entre un minimum et un 
maximum, et pour des concentrations de P inférieures a un 
maximum, avec en plus des valeurs déterminées du rapport des 
concentrations de ces deux éléments. Il faut souligner que les 
conditions d’équilibre ainsi définies sont différentes pour chaque 
souche. : 

Il semble que, pour chaque souche semi-résistante, on fasse 
passer certaines bactéries de l'état réfractaire 4 état réceptif, 
ou inversement, sous l’influence des modifications qu’on apporte 
aux concentrations des deux ions. 

2° Les bactéries semi-résistantes se caractérisent par des 
réaclions aux phages différentes de celles des bactéries résistantes, 
des bactéries sensibles et des bactéries lysogénes. 

3° Les bactéries semi-résistantes, dans les cas étudiés, pro- 
Viennent par mutation des bactéries sensibles. 

4° En présence du phage, elles peuvent passer de l'état réfrac- 
taire 4 l’état réceptif, probablement aussi par mutation. 

5° La notion de réaetivité d’une souche bactérienne vis-a-vis 
d’un phage a été définie. 
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DE LA VALEUR DES CARACTERES D'IDENTIFICATION 
DES BRUCELLA 


par G. RENOUX et L. CARRERE (°*) 
(avec la collaboration technique de H. QUATREFAGES) 


(Centre OMS/FAO de Recherches sur la Fiévre Ondulante, 
Montpellier.) 


Les méthodes qui permettent de différencier l’un de l’autre les 
trois types — melitensis, abortus ou suis — les plus communs 
des Brucella ont été établies par Huddleson [4, 2] : journellement 
employées dans les laboratoires spécialisés dans l'étude des 
Brucella, elles sont la base de nos connaissances sur les subdi- 
visions de ce genre (voir, par exemple, Taylor, Lisbonne et 
Roman {3]), un moment unifié (A. Evans [4)). 

Ces techniques ulilisent, rappelons-le, le besoin en CO, pour le 
développement des cultures, la production d’anhydride sulfhydri- 
que et Vinhibition différentielle par certains colorants ; elles 
peuvent étre complétées par les résultats de la culture sur milieu 
i Voeuf de Petragnani [5, 6] et par la mesure semi-quantitative 
de l’activité uréasique des Brucella [7, 8]. A quoi s’ajoute liden- 
tification sérologique par des sérums monospécifiques préparés 
par adsorption différentielle, question sur laquelle nous espérons 
bien revenir un jour. 

L’importance a la fois pratique et doctrinale du probléme nous 
a incités A rechercher jusqu’aé quel point les caractéres « huddle- 
soniens » des Brucella sont fixes, s’il n’y a pas d’artifices expéri- 
mentaux simples capables de les faire varier, en bref, si les carac- 
téristiques d’une souche donnée ont une constance telle qu’on 
puisse considérer comme valable l’interprétation usuelle des 
résultats obtenus quand on différencie une souche récemment 
isolée, 

MATERIEL ET METHODES 


Les souches utilisées sont soit des souches du C.R.F. O., 
soit des souches recues de |’étranger. Toutes sont conservées avec 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 octobre 1951. 
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Vensemble des précautions nécessaires pour éviter une variation 
spontanée. Dans chaque essai, les témoins « souche initiale » sont 
identifiés A nouveau avec le méme milieu de culture, les mémes 
colorants et dans la méme série que les cultures en experience 
qui sont encadrées par l’identification de souches de références 
connues. 

Le milieu de culture est le Bacto-tryptose-agar (Difco) dun 
lot vérifié valable [9] 4 pH 6,9, coulé en boites de Petri ; les colo- 
rants, toujours les mémes, proviennent de la « National Ani- 
line Co ». 

Dans les cas typiques les résultats des épreuves de Huddleson 
sont les suivants : 

TaBieau |. 


THIONINE FUCHSINE SH, : 
LATA 1/30 000 4/25 000 2 


PI oR ey) OTe A Fee coo feZASt Fig peerage VP soleus 


Brucella melitensis +4+/4+44/4+4]4+4++ 


Br. abortus. . : — — |4+44)/4+4+ 
BBS SUT Se aaa cou +4++/++44+|] — = 


Chaque identification est faite en double exemplaire, Vun d’eux 
étant porté en atmosphére enrichie de 10 p. 100 de CO,. Dans les 
lignes qui suivent, nous ne signalerons pas le besoin en anhy- 
dride carbonique ; sauf de rares exceptions, les souches de 
Br. abortus se développent aussi bien a l’air libre qu’en présence 
de CO, au bout d’un certain nombre de repiquages. 

Bien entendu, en méme temps que la culture sur Bacto-tryptose- 
agar additionné de colorants, nous pratiquons une culture témoin, 
ensemencée et incubée dans les mémes conditions sur ce milieu 
seul, dépourvu de tout bactériostatique. 

I.a culture sur milieu de Petragnani a été faite et examinée 
selon Jes recommandations de Lisbonne et Roman [6]. 

Nos expériences sont de trois types : 

1° Différencier les Brucella issues de colonies apparues malgré 
la présence de colorants bactériostatiques, fuchsine basique ou 
thionine, dans les milieux de culture ; 


2° Différencier les Brucella qui ont cultivé sur le milieu de 
Petragnani, quand 1] s’agit de souches de Br. abortus ou suis qui, 
en principe, ne devraient pas se développer sur un tel milieu : 


? 
3° Suivre le sort d’une souche de Brucella aprés son passage 
par des organismes animaux. : 
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R&sULTATS 
I. — IDENTIFICATION DES COLONIES APPARUES SUR LES MILIEUX 
ADDITIONNES DE COLORANTS. — Cette expérience a porté sur neuf 


souches : 

1 Br. melitensis typique (H 466) ; 
a! Br. abortus typiques (H 470, H 672, B 55, H 840); 

1 Br. suis typique (S 8) ; 

3 Souches atypiques (1) (H 512, H 839, B 117). 

Elle est résumée dans le tableau II ot, pour chaque souche 
éludiée, la premiére ligne indique les caractéres de Huddleson 


TasLeau Il. — Caractéres « huddlJesoniens» de colonies 
prélevées sur milieux additionnés de colorants. 


THIONINE FUCHSINE SH, 
AS Aen ei2ele eee o Deel erens le oe ihe PAS ot. |) 72. a) OO) hs 
BHCC lat cee aPsPselqesrorlsaeariarsaeaet = — == = Mel. - 
Fuchs... .| — See te tacta\erertte |) = a — | Ab. atypique. 
H470...... aera ee ede ee ee mh tl snag 
Aiea, GO) cl Gpa Sel eess ela saeaelaraccl| aycce pec —- — | Mel.? 
H 672. ..... = == lstsralierseararacan| sear == Ab. 
Netter (ole eS ete esas reqrar| aera a= = = Mel. 
BESS aegis ca Sits — Say J erSraelararadiarcarec|| sar ad — | Ab. 
TUT C2 Beat ee il a or a fe a a — | Mel. 
H 840...... rs == tesearisearorarsese| arar ae a edb: 
Buchs...) 2) = Sa teat atl etpete ahi ate teat teats + — | Ab. 
Steele es SPSPSESearce) = == |arssseiarseseilarseari| se | Sues. 
Fuchs... -\-+4-+)-—-++ i+ | tl | it] «6! Atty pique: 
TPP oe eo 4+ i+4+4+ 1444+) 4+4+4+) 44+ )44+)/ 4+ — | Atypique (ab.?). 
Rite fete a ee | eae | tet a =a — | Atypique (ab.°). 
Fuchs... .| — — |4+4++/+++)/4+4++4+])+4+4) +4 | — | Abortus. 
M8894 ee leo]! + {4+4+4+/+4+4) — = — — Mel. atypique? 
UES So Sesear|arararae wets tester = = — | Mel. 
ButAsiees. pease es — + |44++)/44++4+]4+4+4/4+++4+/+++|] — | Ad. atypique. 
Thien... 2 eel ae eet te ti tt it +) Atypique. 
Ruchise 6 ee tt | ae | = — Mel? 


(1) Isolement et identification de colonies rares et petites qui ont cultivé aprés le troisiéme jour d’incu- 
bation. H, origine humaine; B, origine bovine; S, origine suine. 


(1) Classées melitensis et abortus atypique d’aprés leur origine ani- 
male et géographique. 
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de la souche originelle, la ou les lignes suivantes montrent les 
caractéres d’identification des souches dérivées de colonies pré- 
levées sur les boites additionnées de colorants. 

Dans un cas, celui de H 840, les caractéres de la souche 
« fuchsine » sont les mémes que ceux de la souche originelle ; 
dans Jes 8 autres essais on peut constater des modifications 
plus ou moins importantes : 

a’ Colonies prélevées sur Bacto-tryptose-agar additionné q. 
fuchsine basique (concentration de colorant 1 : 25 000) 

— la souche H 466, melitensis typique, fournit des colo- 
nies « fuchsine » a caractéres de Br. abortus atypique ; 

-— la souche B 55 est Br. abortus typique, tandis que ses colo- 
nies « fuchsine » ont les caractéres de Br. melitensis typique ; 

— les colonies fuchsine (voir la note au bas du tableau II) de 
Br. suis S3 deviennent inclassables, tous les caractéres étant 
positifs ; 

— H 839 est classé Br. melitensis atypique & cause de son 
développement déficient sur milieu & la thionines: ses colo- 
nies fuchsine ont les caractéres de Br. melitensis typique ; 

— deux souches considérées Br. abortus atypique (croissance 
sur le milieu 4 la thionine) donnent naissance a des colonies 
« fuchsine » a caractéristiques opposées : les unes, issues de 
H 512 (isolée d’un cas humain), sont Br. abortus typique, mais 
celles dérivées de B117 (d’origine bovine) sont Br. melitensis. 

b) Colonies prélevées sur Bacto-tryplose-agar contenant 
1 : 30 000 de thionine : 

— deux souches de Br. arbortus, H 470 et H 672 (voir la note 
au bas du tableau II), ont des colonies-filles « thionine » qui sont 
Br. melitensis typique ; 

— H 512, Br. abortus atypique, dont les colonies « fuchsine » 
sont typiquement Br. abortus, conserve ses caractéres alypiques 
dans sa descendance « thionine » ; 

—- enfin la souche B 117, Br. abortus atypique, dont les colo- 
mies « fuchsine », nous venons de le voir, peuvent étre classées 
Br. melitensis, donne des colonies « thionine » inclassables, puis- 
que tous les caractéres sont positifs. 


II]. — IDENTIFICATION DES COLONIES APPARUES SUR MILIEU DE 
Perracnant. — Brucella melitensis seul serait capable de cultiver 
sur milieu de Petragnani [5, 6]; il arrive cependant qu’un cer- 
tain nombre de souches de Br. abortus ow suis, typiques d’ail- 
leurs, présentent apres culture sur ce milieu des colomes plus 
ou moins abondantes [6] apres huit a dix jours d’incubation 
a ole 

Telles sont les cultures qui ont servi a la présente expérienze 
qui porte sur 12 souches (tableau III) : 
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TABLEAU Ill. — Identification des colonies 
qui ont cultivé sur milieu de Petragnani. 


THIONINE FUCHSINE SH, 
48h. | Ih. | 48h. | 72h. | 24h. | 48h. | 72h. | 96h. | 120 h. 

ee ee ee eet) ete Ab. 

Petra. | — | — j4+4+4+]/++4+/+++/4++4+] ++] +4] + | 402 
Oe ae eee ee eee ++ Ab.? 

Petra pe elt it] 4 Pt Ab.? 
99D3...) — | — |+4+4+/++4+])+4+4+/+++] + | + Ab. 

Petra...) + | ++ [44+4+/+4+/+4+4+/ — | — | - Mel. 
pel esac ee ee oat ee Oo Ab. 

SS eat ae ma me ce a Oe ere ee Va 
S4..../ ++) 44+] — | — [4+4+4+/+4+4+/4+4+4+] ++ Suis. 

Petra. .|+++/+++/+++/+++|/++4+] ++ | ++ |+++/+++4] Atypique. 
S32. 3) be ee tlt ttit++| + Suis. 

Petra 2--poP)t etl ieee P PE Mel? 
Sot ete | Pt tlt tt + Suis. 

LOVES Dos ol Fae te ell la Wat JP WU a Wu mi Cy 
S6 4942, /+++itt+) — | — |++4+(4+4+4+)++4+] ++ Suis. 

Petras Jit | fee eta | ++ Suis. 
S 6 Toul. -|+++)+++) — | — |++4+/++4+/4+4+4+) ++ Suis. 

POtEO  lote sero testa ioe ot ee ee et | eet) Atypique: 
Bot ee et Suis. 

Petre seattle) =e Bel tertet feces Sb ela atic tal Sates 
Bay. 2 | — | + J4+++/+t++]/t++4+]+4++/ ++] — Ab. atypique? 

Petra. .) — | ++ |+++/++4+/+++) ++] — | — | — | 4b. atypique. 
50/429. . «| + + [ttl tei] tt] tt] Ab atypique. 

Petra. .|+++/+++/+++/+++)/++4+/+++4+|+++/++4+)+++]| Atypique. 


4 Br. abortus typiques : 1020, 1021, 90 D3, 50/609 ; 

Or bresus typigues : S11, 5:3, 53 LXII, 561942, 56 Toul., 
Pa ee: 
2 Brucella atypiques : B 117 et 50/429. 
Dans 5 essais, les colonies « Petragnani » ont les caractéres 
de la souche d’origine : 4 Brucella typiques (1020, 1021, S 6 1942 
et P2) et 1 Br. atypique (B 117); remarquons que les colonies 
« Petragnani » de cette derniére souche n’ont pas le méme com- 
portement que ses colonies éventuellement développées sur milieu 
contenant thionine ou fuchsine basique. 

Dans les 7 autres cas, les colonies « Petragnani » ont des 
earactéres de Huddleson qui ne sont pas ceux de la souche d’ori- 


Passé par 8 moutons: 
4re hémoculture .|+++|)++44+/4++)444 


Passé par cobayes : 
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cine: S 1 et S 6 Toul., Br. suis typiques, ont fourni des colonies- 
filles inclassables — tous les caractéres positifs: la souche 
50/429 (Br. utypique) se range dans la méme catégorie ; 

— les colonies « Petragnani » de S3 LXII pourraient ¢tre 
classées « Br. melitensis » s’il n’y avait pas cette curieuse pro- 
duction d’hydrogéne sulfuré a partir du quatriéme jour ; 

-— les trois souches qui restent, 50/609 (Br. abortus typique 
d’origine israélienne), S38 (Br. suis typique isolé aux Etats-Unis) 
et 99 D3 (Br. abortus typique venant de la Grande-Bretagne) ont 
donné tardivement des colonies sur milieu de Petragnani : ces 
colonies ont les caractéres de Huddleson de Br. melitensis typique. 
On peut remarquer, ici aussi, que les colonies Petragnani de la 
souche S 3 n’ont pas les mémes caractéres que les colonies thio- 
nine dérivées de la méme souche. 


III. — InpeENTIFICATION DE SOUCHES ISOLEES APRES PASSAGE PAR 
L’animar.. — La souche utilisée est un variant spontanément apparu 
de la souche de Br. abortus B 112. Ce variant est devenu aty- 
pique, puisqu’il cultive sur milieu a Ja thionine. Il s’est conservé 
te] depuis. 

Cette souche a été injectée sous la peau de 8 moutons neuls, 
vérifiés indemnes de Brucellose, puis « récupérés » a deux 
reprises par hémocultures pratiquées quinze et vingt jours apres 
VinocuJation ; en méme temps, 9 cobayes, vérifiés indemnes 
de Brucellose, eux aussi, subissaient la méme inoculation : nous 


pouvions obtenir la souctie par culture du sang quinze jours aprés 
infection. 


TastEau IV. — Identification des souches isolées d’ovins et de 


cobayes aprés injection a ces animaux d'une souche atypique 
de Brucella. 


THIONINE FUCHSINE SH, 
48h. | 72h. | 48h. |] 72h. | Qh. | 48h. | 72h. | 96h. 
B 4142. 
Variant original. . .}+++)/++4+]/4+4++4+/4+++4/444] +4 ++ — Ab. atypique. 
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2g Ie Se ++4+]+++)/++4|4+4] — oo Senay 


- Mel. atypique? 
-- _ Mel. atypique? 


Mel. atypique? 
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Cette expérience montre — les identifications des souches 
isolées par hémoculture étant faites en méme temps et sous les 
mémes conditions que de nouvelles identifications de la souche 
originale — que le passage par les ovins et par 5/9 des cobayes 
a nettement atténué l’aptitude a produire de l’hydrogéne sulfuré : 
done tendance a l’apparition de caractéres melitensis ; ces carac- 
téres melitensis sont complets pour les cultures isolées de 4/9 
cobayes. 


DiscussioN ET COMMENTAIRES. 


L’étude expérimentale de la variabilité (2) des caractéres de 
Huddleson n’a pas beaucoup retenu l’attention des chercheurs. 
A notre connaissance, seuls Lisbonne et coll. [40], par le moyen 
de la parabiose en tubes d’Asheshof ont vu qu’il était possible de 
modifier les Brucella: une souche de Br. melitensis séparée par 
un septum de cellophane de Br. suis acquiert l’aptitude 4 dégager 
SH, ; dans les mémes conditions, une souche de Br. abortus mise 
en parabiose avec Br. melitensis pousse sur thionine et ne dégage 
vlus d’hydrogéne sulfuré: elle est devenue Br. melitensis. Ces 
auteurs se bornent a constater le fait, tout en insistant sur la 
remarquable fixité des caractéres de Huddleson dans la nature. 

Dans les essais que nous relatons ici, il ne s’agit nulle part de 
Vétude de souches artificiellement fabriquées sous influence de 
phénomeénes d’induction au sens le plus large du mot: expé- 
riences qui, étant donné la grande adaptabilité des bactéries en 
général a des conditions nouvelles, ne doivent pas manquer de 
donner des résultats tels que ceux que mentionnent Lisbonne 
et coll. ; il serait bien étonnant que Jes Brucella soient une 
exception a peu prés unique a la grande loi de plasticité biolo- 
gique des Procaryoles. 

Nous pensons avoir éliminé une partie des facteurs accessoires 
qui faciliteraient, par une sorte d’entrainement (2), l’apparition 
de souches modifiées en nous bornant 4 recueillir soit les colonies 
développées normalement sur Bacto-tryptose-agar + un colorant, 
soit celles apparues tardivement sur un milieu en principe inhi- 
biteur pour la variélté considérée, soit enfin les cultures obtenues 
de Vensemencement du sang d’animaux (moutons et cobayes) 
infectés par une souche choisie. 

Dans ces conditions nous constatons : 

Toutes les souches de Brucella étudiées ne sont pas aptes a 
fournir des colonies-filles qui soient différentes de la souche 


(2) Nous employons ce terme dans son acception la plus vague sans 
qu’il entre dans notre intention, du fait de cette utilisation, la 
moindre tentative d’explication des faits observés. 
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originelle : cela n’a été possible que dans 15 expériences sur 
21 tentées ; 

l’apparition de colonies « colorants » & caractéres autres que 
ceux de la souche-mére ne semble pas dépendre des caracteres 
atypiques de la culture choisie : nous avons utilisé 16 souches 
atypiques, représentant 16 expériences et 4 souches atypiques 
représentant 5 expériences ; dans le premier groupe, 11 échan- 
tillons ont donné des colonies d’un type nouveau contre 4 dans 
le deuxiéme groupe : la proportion des « variants » est exac- 
tement la méme (11/16) dans le groupe des souches originellement 
typiques que dans le deuxiéme groupe (4/6), sans que ce nombre 
réduit permette une conclusion formelle ; 

Les colonies « thionine », quand elles sont issues du repiquage 
d’éléments tardivement apparus sur le milieu additionné de ce 
colorant, ont toutes des caractéres qui les rapprocheraient de 
Br. melitensis, quels que soient Vorigine et les caractéres de la 
souche-mére ; 

Les colonies « fuchsine » dérivées de souches «qui ont les 
mémes caractéres (cas de H 512, H 839, B 117) sont classables 
tuntot Br. melitensis, tantot abortus ; 

Les colonies « Petragnani » qui sont différentes de la souche- 


mére sont de deux types: l’un — 3/7 cas — inclassable, car 
lous les caractéres sont posilifs, autre — 4/7 cas — Br. meli- 
iensis ; 


Pour une souche donnée, les cultures-filles « colorants » n’ont 
pas les mémes caractéres de Huddleson: tels sont les cas de 
H 512 et de B 117 dont les colonies « thionine » sont inclassables, 
les colonies « fuchsine » Br. melitensis dans un cas, Br. abortus 
dans l’autre, les colonies « Petragnani » de B 117 ayant conservé 
les caractéres de la souche-mére. 

Rien, dans ces constatations, ne permet de penser que le colo- 
rant présent dans le milieu de culture joue un réle dans la 
création des caractéres nouveaux. 

Le passage a4 travers ovins ou cobayes d’un « variant » spon- 
tané d’une souche de Br. abortus (isolée d’une vache) a abouti 
a Ja transformation en Br. melitensis. Cette expérience reproduit 
un essai déja ancien de Wilson et Evars [44] qui avaient réussi 
a modifier en Br. abortus une souche de Br. melitensis injectée 
a’ une vache pleine, sans pouvoir renouveler ce résultat dans 
(autres tentatives. Le succés que nous avons obtenu, dans des 
conditions (animaux soigneusement examinés, isolés loin de tout 
contact, etc.) qui permettent d’éliminer toute cause de conta- 
mination par un autre virus, tient sans doute a une _plasticité 
toute particulicre de la souche employée. Les cas ot Br. meli- 
tensis a pu étre isolé de vaches naturellement contaminées sont 
tres nombreux : cet animal — ce substrat — n’est peut-étre pas 
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assez sélectif et il n’est pas impossible d’admettre que d’une 
manlere, mettons exceptionnelle, Brucella puisse évoluer dans 
le sens melitensis 4 travers d’autres organismes animaux. L’in- 
fection des ovins ou des caprins par Br. abortus n’est-elle pas 
une rareté ? 

Dans toutes ces expériences, tout semble se passer comme si 
les souches examinées, qu’elles soient au départ typiques ou non, 
étaient composées non pas d’un type unique de bactéries, mais 
d'un mélange de divers types que le prélévement sur tel ou tel 
substrait révélerait et permettrait de mettre facilement en évi- 
dence. 

La plasticité individuelle des cellules brucelliennes nous sem- 
ble insuffisante pour expliquer tous ces faits, plus facilement 
compréhensibles si l’on veut bien-admettre a l’intérieur méme 
de la population compléte de la souche, la présence de groupe- 
ments plus ou moins importants a caractéres tranchés. 

Les caractéristiques de cette souche, telles qu’elles nous appa- 
raissent a travers le filtre de la technique, seront une compo- 
sante : elles résulteraient de la somme algébrique des caractéres 
reels, immédiats ou potentiels des individus qui la constituent (8). 

Selon la souche, l’identification révélerait : 

Un groupe prédominant massivement et ce sera une souche dite 
« typique » ; 

Deux ou plusieurs groupes et ce sera une souche dite « aly- 
pique ». 

Il faut remarquer que les caractéres d’identification des Bru- 
cella, tels qu’ils sont établis, reposent tous sur des différences 
quantitatives et non qualitatives : 

— toutes les Brucella fermentent le glucose |42] ; 

— toutes les Brucella — pathogénes — ont une catalase [43] ; 

— toutes les Brucella donnent un dégagement plus ou moins 
important d’hydrogéne sulfuré [4, 2, 3] ; 

— toutes les Brucella possédent une uréase [7, 8] ; 

-— toutes les Brucella ont la méme composilion antigénique, 

— seules les proportions relatives des antigénes sont 
variables [44]. 

La séparation en espéces tranchées des Brucella, sur le plan 
scientifique, serait 4 peu prés le seul exemple connu dans la clas- 


(3) Au moment de remettre ce manuscrit 4 Vimpression, nous pre- 
nions connaisance d’un travail (MM. M. Matratrr et D. IrHuRRALDE, 
Valor taxonomico de las Imagines Electronicas de las Bacterias del 
Genero Brucella, La Semana Medica, 1951, n® 2991) dont les images 
-- 9 publiées sur 63 souches étudiées —, sinon le texte, confirmeraient 
notre maniére de penser. 
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sification des étres vivants qui reposerait strictement et seule- 
ment sur l’aspect quantitatif des critéres choisis : 

viendrait-il a V’idée d’un botaniste d’admettre que deux pieds 
de la marguerite, Leucanthemum vulgare, Vun développé en 
plaine, l’autre en montagne, soient deux « espéces » différentes, 
sous prétexte que l’un est normal, l’autre nain [45]? 

Le méme botaniste n’admettrait pas plus de faire deux espéces 
différentes de la pomme de terre — Solanum tuberosum — selon 
quil examinera un exemplaire tubérosé par la présence de 
micorrhizes ou un exemplaire affranchi de symbiose [46]. 

L’espacement géographique des découvertes, les espéces ani- 
males différentes, premiers hétes décrits, sont certainement a la 
base des concepts qui ont amené A séparer & nouveau les Bru- 
cella un instant regroupées [4, 17]. 


CONCLUSIONS 


Ces expériences ne sauraient, en aucune facon, permettre un 
coute sur la valeur pratique des méthodes de Huddleson d’iden- 
tification des Brucella. En effet, les souches que nous avons étu- 
diées et leurs colonies « colorants » ont été plusieurs fois identi- 
fiées § nouveau (142 identifications en atmosphére normale et en 
atmosphére enrichie en CO, pour 21 souches) et les résultats 
oblenus ont toujours été identiques. 

Si, pour les besoins de la technique quotidienne, pour les ser- 
vices courants que le Laboratoire doit rendre aux médecins, vété- 
rinaires ou hygiénistes, Vacceptation pragmatique de la division 
du « genre » Brucella en « espéces » a caractéres fixes est utile 
et méme indispensable, il ne nous parait pas que ce fait pratique 
réponde a une réalité profonde. 

Ni les critéres choisis, ni les résultats de nos expériences n’auto- 
risent 4 admettre l’existence scientifique de ces espéces alléguées. 

D’une utilité incontestable dans la pratique, cette séparation 
artificielle est devenue, grace a l’anthropocentrisme inconscient 
qui nous dirige trop souvent, une vérité scientifique. 

La ségrégation chuddlesonienne » des Brucella en trois espéces 
est un exemple, probablement unique par sa netteté, de la 
confusion qui peut se produire dans les meilleurs esprits entre 
le donné (des colorants, & une certaine concentration, élisent 
un certain nombre d’éléments cellulaires le plus souvent assez 
nombreux pour donner une réponse typique, grace 4 un premier 
tri par animal vecteur) et le réel: il n’y a pas de différences 
fondamentales suffisantes pour permettre, ailleurs que sur le 


plan pratique le plus strict, une discrimination spécifique des 
Brucella. 
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Plusieurs expériences portant sur identification de colonies 
de Brucella apparues aprés ensemencement par des souches 
typiques ou atypiques, soit sur Bacto-tryptose-agar additionné de 
thionine ou de fuchsine basique, soit sur milieu de Petragnani, 
montrent que les caractéres de Huddleson des colonies-filles ne 
sont pas les mémes que ceux de la souche-mére ; |’apparition 
et le groupement des nouveaux caractéres semblent ne pas 
dépendre des caractéristiques de la souche originelle; ils ne 
dépendent pas non plus du colorant présent dans le milieu ou 
les colonies ont été prélevées. 

La transformation d’une souche atypique de Br. abortus en 
Br. melitensis a pu étre obtenue par passage dans l’organisme 
de cobayes ou d’ovins. 

De Vensemble de ces résultats et de l’examen des critéres 
choisis pour différencier les Brucella — tous sont uniquement 
quantitatifs —, on peut conclure a la valeur pragmatique seule 
de cette différenciation: la séparation des Brucella en trois 
espéces ne repose sur aucune épreuve scientifiquement valable 
peur une classification de type botanique. 
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LA CLASSIFICATION DES BRUCELLA. 
REMARQUES A PROPOS DE L’IDENTIFICATION 
DE 2 598 SOUCHES 


par G. RENOUX (*). 


(Centre [OMS/OAA] de Recherches sur la Fievre ondulanie, 
Montpellier.) 


C’est a Bruce [4], assisté de Lady Bruce, que l’on doit l’isole- 
ment, en 1887, de l’agent responsable de la Fiévre méditerra- 
néenne de homme et de la chévre, a Malte : ce microbe recut 
de Hugues [2] son premier nom, Streptococcus miletensis, rectifié 
quelques années plus tard: Micrococcus melitensis [3]. 

En 1897, au Danemark, Bang décrit le bacille de l’avortement 
6pizootique de la vache: bacille de l’avortement [4] dont la 
synonymie s’enrichit trés rapidement : Bacterium abortus, Cory- 
nebacterium abortus endemici, Alcaligenes abortus, etc. 

Dix-sept ans plus tard, en 1914, Traum [5] découvre aux Etats- 
Unis, dans des foetus de porcs, le microbe de l’avortement des 
truies qu'il baptise Bacillus abortus. 

L’éloignement géographique des découvertes, les espéces ani- 
males hdtes, les descriptions morphologiques des microbes, tout 
contribuait a faire de ces bactéries des espéces différentes : mais 
Alice Evans [6] démontrait que ces différences étaient purement 
arbitraires et que rien ne séparait bactériologiquement l’agent 
de la Fiévre de Malte de celui de l’avortement des vaches, vérité 
qui ne fut pleinement admise qu’aprés la confirmation qu’en don- 
nérent Meyer et Shaw [7]. 

A ce stade, seule l’espéce animale d’ow 1’on isolait le bacille ou 
celle dominante dans la région considérée permettait de soupcon- 
ner, voire méme connaitre la variété de Brucella en cause : meli- 
tensis, abortus ou suis. 

Il fallut attendre 1927 et les travaux de Huddleson [8] pour 
avoir des méthodes qui permissent d’identifier la Brucella isolée, 
quelle qu’en soit l’origine. 

Ces méthodes de Huddleson permirent aux chercheurs du 
C. R. F. O. [9] de donner, dés -1932, les résultats de l’identifi- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 8 novembre 1951. 
Annales de UInstitut Pasteur, t. 82, n° 3, 1952. 20 
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cation de 256 souches de Brucella, et d’en montrer Vintérét ¢épi- 
démiologique. 

A ces techniques, qui sont la base méme de |’étude des Brucella, 
se sont ajoutés depuis, l’identification par les sérums monospéci- 
fiques obtenus par absorption quantitative [40], par la culture 
sur milieu de Petragnani [44, 42], ou par la mesure de Vactivité 
uréasique [413, 44, 15]. 

L’étude bactériologique de 2.598 souches de Brucella originaires 
de France ou de l’étranger, isolées de homme ou des animaux 
(tableau I), permet un certain nombre de remarques et sur ces 
méthodes d’identification et sur la classification des Brucella 
sensu stricto. 


TasLteAu 1. — Répartition de toutes les souches examinées. 


ESPECES ANIMALES 


Animaux 
d’expérience 
| otaux 
généraux 


melitensis. .|4 1427} § 255 | 4 774 
abortus... . 443 7 ¢ 238 577 
Suis. x oe 4 d 30 53 
Atypiques. . 48 : | 104 isa 


VOtausxa | e289 62% | 2 598 


(1) Lapins, liévres, chiens, poules, etc. . 


I. — ‘LES TECHNIQUES D IDENTIFICATION. 
A. Les mérHopes pe Huppieson. — aa) Besoin en CO? des 
souches de « Brucella abortus ». — 60 p. 100 des souches fran- 


caises de Brucella abortus ont été isolées d’échantillons mis en 
cultures aérobies, sans l’appoint d’un excés d’anhydride carbo- 
mque a l’atmosphére qui surmonte le milieu. Toutes, aprés le 
premier repiquage, se développent correctement a l’air libre, sans 
avoir besoin de ce gaz. 

= , 

Marr et Wilson [46] attribuent a des modifications génétiques 
cette aptitude de certaines souches de Brucella abortus a proli- 
férer en l’absence de CO?. 

Il parait difficile d’accepter, que cette hypothése soit apph- 
oie a toutes les souches isolées en France par nos soins. Notons 

ailleurs que les souches américaines en notre possession (par 
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exemple, NIH 14, NIH 63, NIH 86, NIH 87, NIH 160 dues i 
Vobligeance du DF Carle) nécessitent toujours cette atmosphére 
de CO? pour cultiver malgré de nombreuses tentatives d’adap- 
tation. Ne s’agirait-il pas plutot d’un comportement propre aux 
souches francaises ? 

b) Inhibition par les colorants et dégagement d’hydrogéne sul- 
furé. — La technique suivie est toujours semblable, utilisant le 
méme milieu et les mémes colorants [9, 17]. 

Les 2598 souches, 4 quoi s’ajoutent 142 souches « fabri- 
quées » [48], ont permis 3920 examens; il y eut done 1 180 
épreuves recommencées qui concernent le plus souvent lidenti- 
fication a neuf d’échantillons conservés depuis longtemps au labo- 
ratoire. 

Les nouveaux tests sont toujours encadrés par l’examen de 
souches d’isolement récent : 989 résultats sont identiques aux 
premiers, 191 (soit 18,4 p. 100) sont différents. 

18,4 p. 100 des identifications faites 4 neuf donnent des résultats 
autres que le premier examen, correspondant a ce que |’on pou- 
vait attendre, fait sur des souches fraichement isolées. 

Ce qui nous permet d’insister sur un point important. 

Les techniques d’Huddleson pour Videntification des « Bru- 
cella » n’ont de valeur qu’autant qu’elles sont pratiquées sur des 
souches isolées ; dans les autres cas, si lon n’a pas pris des 
précautions spéciales telles que la conservation en milicu de 
Legroux [19] ou, mais nous n’en avons pas l’expérience, la 
dessiccation par le froid ou dans le vide, les souches de Brucella 
peuvent se modifier spontanément et ne plus présenter leurs 
caractéres typiques : les voyages, la chaleur, le début de dessicca- 
tion des milieux nous semblent étre des causes favorisantes. 

Nous avons montré, d’autre part, combien il était facile d’obte- 
nir des colonies-filles dont les caractéres different de ceux de la 
souche-mére, soit en prélevant des colonies apparues sur des 
milieux en principe inhibiteurs, soit par passages sur les ani- 
maux [18]. 

Ces faits nous ont amené a l’opinion, partagée par 
W. W. Spink (1), que pour standardiser les méthodes de Labo- 
ratoire en matiére de Brucella, plut6t que de faire voyager des 
souches étalons qui paraissent sujet 4 caution, dans l'état actuel 
de la technique, il serait certainement préférable d’échanger des 
techniciens et de les voir a l’ceuvre sur place. 


B. Mitieu ve Perracnant. — Lisbonne et Roman [42] con- 
cluent a la valeur complémentaire de la méthode de M. de 
Sanctis [44] essayée sur 130 souches de Brucella: melitensis 


(1) Communication verbale, aodt 1951. 
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pousse trés bien sur milieu de Petragnani, les autres varielés ne 
s’y développent pas. Cette technique d’appoint aiderait a classer 
les souches atypiques. i ; 

Nous avons repris cette étude sur 163 souches : 131 typiques 
et 32 atypiques. 

95 souches de Br. melitensis : 1 ne cullive pas ; concordance : 
99 spa OO: 

25 souches de Br. abortus : 21 ne cullivent pas, 4 cultivent ; 
concordance : 84 p. 100; 

11 de Br. suis : 6 ne cultivent pas, 5 cultivent ; concordance : 
65 p; 100. 

De l’examen de 131 souches de Brucella typiques quant a leurs 
earacteres d’Huddleson, nous tirerons des conclusions moins 
optimistes que Lisbonne et Roman puisque la discordance géné- 
rale est de 7,6 p. 100 (10/131) pour atteindre 45 p. 100 avec les 
souches de Brucella suis 4 notre disposition. 

Les résultats de la culture sur milieu de Petragnani de 32 sou- 
ches atypiques sont les suivants 


CULTURES SUR PETRAGNANI 
MOMBRE 


CARACTERES DE HUDDLESON 


de souches 


d: Seuls Ies contréles + 


T, milicu a la Thionine; F, milieu 4 la Fuchsine basique. 


A supposer que toutes les souches de la catégorie a) fussent 
des Brucella melitensis atypiques, le milieu de Petragnani n’au- 
rait permis de confirmation que pour 5 sur 17 échantillons, soit 
dans 35,3 p. 100 des cas. 

Ces résultats sont moins favorables que ceux des auteurs déja 
cités ; ils nous incitent 4 supprimer l’emploi du milieu de Petra- 
gnani pour l’identification des souches de Brucella qui n’aboutil, 
en fin de compte, qu’a l’introduction d’une complication supplé- 
mentaire, quoique faible, sans bénéfice réel. 


C. Mesure bE L’acrivité urRtasiour. — A la suite de 
Bauer [43], de Pacheco et Thiago de Mello [44], nous avons mon- 
tré [45] l’intérét que pouvait présenter le dosage semi-quantitatif 
de lactivité uréasique des diverses variétés les plus communes de 
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Brucella (2). Une nouvelle série de 58 souches (30 Br. melitensis, 
16 Br. abortus, 12 Br. suis) complete le premier travail. 

Cette recherche se fait en milieu de Fergusson qui se recom- 
mande par la facilité de sa préparation et de son emploi. ‘Le 
tableau ci-joint résume ces résultats : 


MOYENNE LIMITES 


SOUCHES = : 
en Minutes en minutes 


Mmelvlensts.. a. 20 30 0,30 4419 
abortus as 16 44 a 72 
42 0,308 4 


Les chiffres de ce deuxiéme tableau ne différent pas trés sensi- 
blement de ceux déja publiés. Les conclusions de cette série sont 
les mémes que celles que l’on pouvait tirer de notre premiére 
étude. 

Cette méthode peut, et méme doit s’ajouter aux méthodes clas- 
siques d’identification des Brucella. A elle seule, elle est incapable 
Videntifier correctement une Brucella. 


D. IventiricaTion stRoLocigur. — Les trois espéces de Bru- 
cella contiennent chacune, en proportions variables, les deux 
mémes antigénes et leur identification sérologique repose sur 
VYemploi de sérums monospécifiques anti-melitensis ou anti-abortus 
absorbés. Cette méthode est surtout employée dans les pays 
de langue anglaise. Les résultats obtenus par Wilson [410] et 
ses collaborateurs avec des souches du C. R. F. O., que leur avait 
fournies M. Lisbonne, ont été tels qu’ils ne nous ont pas incité 
& poursuivre : des souches provenant du sud de la France, meli- 
fensis classiques par leurs réactions d’Huddleson, sont sérologi- 
quement étiquetées Br. abortus. ‘Les conversations que nous avons 
pu avoir avec divers spécialistes de la brucellose, qui voulaient 
bien avouer que de tels incidents n’étaient pas rares dans leur 
pratique personnelle, ne sont pas non plus pour nous convaincre 
d’utiliser une méthode, si souvent en contradiction avec les tech- 
niques classiques d’Huddleson, et qui ne peut que rendre plus 
difficile une question qui n’est déjé pas si simple par elle-méme. 

Ajoutons que ces réactions ne permettent pas de séparer Bru- 
cella suis de Brucella abortus : Brucella suis est agglutiné par 


(2) C’est par erreur que dans le travail cité la souche Br. abortus 
B 55 figure sur le tableau des souches atypiques. Comme le montrent 
ses caractéres, B 55 est Br. abortus typique. 
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le sérum anti-abortus, avec cependant des exceptions, par exemple 
la souche Brucella suis P2 de Weybridge. 


II. — Soucues ATYPIQUES. 


Nous entendons par « souche atypique » une souche de Bru- 
cella dont les caractéres d’identification ne coincident pas avec 
ceux des types classiques d’Huddleson. 

Le tableau I montre que 96 souches sur 1 974 (soit 4,7 p. 100), 
isolées de homme ou des animaux, sont « atypiques ». Encore 
avons-nous classé Brucella melitensis typiques les souches 
capables cependant de donner un dégagement abondant d’hydro- 
gene sulfuré pendant vingt-quatre heures. 

Ces souches peuvent étre rangées en plusieurs catégories 
(tableau II) ; deux de ces catégories sont les plus importantes : 


Tasitrac ll. — Caractéres et origines des souches « atypiques » 
de Brucella. 


ORIGINES 


CARACTERES 


| Humaines 


4° Caractére melilensis mais SH, + 2 4 4 jours. 
2° Caractére abortus pas de SH, 

3° Tous caractéres + 

40 Colorants —, SH, ++ 

5° Colorants =, SH, ——++ 

6° Colorantss T + F —, SH, — 

7° Colorants T+ F—,SH,+.... 


tw 
w 


= Do ] 
oe See | Bovines 
eo tos Sait = | Caprines 


i => 
oO eOOoro-+i 


Totaux 


eo 
1 


= [Poe amo = | Equines 


NS ae | Ovines 
wv |oosocu= | Divers 


T, culture sur milieu 4 la thionine; F, culture sur milieu a la fauchsine basique. 


L’une est composée de 47 souches a caractére melilensis par 
leur comportement sur milieux additionnés de thionine ou de 
fuchsine, mais qui fournissent un dégagement important de SH, 
pendant plus de deux jours. 

L’autre, forte de 33 souches Br. abortus sur les milieux inhibi- 
leurs, mais qui ne produisent pas d’hydrogéne sulfuré. 

Les autres catégories, moins fournies, se rapportent finalement 


a toutes les combinaisons possibles des divers tests d’identifi- 
cation selon Huddleson. 
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On remarquera que dans ce tableau figurent 3 souches qui ont 
les caractéres de Brucella suis : 

1 isolée d’un homme (H. 609), Brucella suis, type américain ; 
2 (1 bovine, B. 278 ; 1 caprine, C. 70), Brucella suis, type danois. 

Jusqu’a présent, il n’a pas été possible, en France, de trouver 
un pore atteint de brucellose, aussi avons-nous préféré consi- 
dérer ses souches comme « atypiques » avec d’autant plus de 
raisons de le faire que l’hypothése de V’infection par un vaccin 
vivant commercial ne pouvait étre retenue dans aucun des 8 cas. 

De telles souches « atypiques » sont assez couramment ren- 
contrées, en Italie par exemple; nous en avons recu de |’Etat 
d’Israé] ; quelques auteurs ont signalé les différences de compor- 
tement des souches selon leur origine (Cf. Wilson et Miles [20}) ; 
Huddleson [24] en fait mention rapide. 

I] ne nous semble pas qu’on ait suffisamment étudié ces 
souches: leur importance théorique et pratique nous semble 
assez grande ; leur étude compléte devrait permettre des conclu- 
sions sur la valeur réelle des méthodes d’identification des 
Brucella. 

Ni la culture sur milieu de Petragnani, ni le dosage de l’uréase, 
ni non plus Videntification sérologique ne permettent 4 coup sdr 
de rattacher une quelconque de ces souches « atypiques » a un 
des trois types connus. ‘Leur place dans la classification actuelle 
reste toujours incertaine; leur petit nombre permettrait-il de 
créer des types nouveaux ? 


CONCLUSIONS. 


Les méthodes de Huddleson (besoin en CO’, dégagement 
d’hydrogéne sulfuré, action inhibitrice des colorants) sont a la 
base d’une classification pratique des souches de Brucella récem- 
ment isolées. Elles permettent de ranger les Brucella dans une 
des trois catégories usuelles dans 95 p. 100 des cas si on consi- 
dére le chiffre global des souches examinées, ce pourcentage 
tombant a 88,6 p. 100 pour les souches d'origine bovine 
(37 souches atypiques sur 323). 

Les autres méthodes nous semblent d’un moins grand intérét 
pratique, seul le dosage de l’activité uréasique peut rendre ser- 
vice en permettant une opinion rapide, mais provisoire. 

Les différences qui séparent les Brucella ne sont que quanti- 
tatives. Sous la réserve que les échantillons soient étudiés dans 
la méme phase smooth : 

Toutes les Brucella ont la méme composition chimique dans 
l’état actuel de la question [22] ; 

Toutes les Brucella ont la méme composition antigénique, les 
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antigénes A et M étant en proportions variables selon le type 
considéré [23] ; 1 al 

Toutes les Brucella (tableau 1) infectent indifféremment les 
animaux sensibles (Cf. également [24)) ; 

Toutes les Brucella possédent une uréase. 

Des artifices simples permettent de passer d'un type a l'autre ; 
5 p. 100 des souches (11 p. 100 si elles sont d’origine bovine) 
sont inclassables. 

Une classification zoologique, botanique ou bactériologique ne 
peut et ne doit se baser sur des quantités [48], mais seulement 
sur des qualités différentes. 

Ce ne sont d’ailleurs que des considérations d’ordre pratique 
(« sake of convenience » Wilson), qui fassent admettre la divi- 
sion en trois espéces principales du genre Brucella: selon le 
pays {25, 26] il existe des variations considérables dans le com- 
portement des souches; les différences qui séparent les deux 
variétés de Brucella suis (danoise et américaine) sont aussi 
grandes que celles qui existent entre les autres espéces de 
Brucella. 

Cet ensemble de faits qui, répétons-le, n’enlévent rien a la 
valeur pratique des méthodes de Huddleson appliquées a des 
souches fraichement isolées et dont l’emploi est indispensable 
pour la pratique courante et l’épidémiologie, nous améne a pro- 
poser la classification suivante du genre Brucella : 


Brucella, Meyer et Shaw. 


Petits bacilles immobiles, encapsulés, asporulés, parfois cocco- 
hacillaires ; Gram-négatif. Culture généralement pauvre sur les 
milieux ordinaires, nécessitant le plus souvent des milieux spé- 
claux. Aérobies, ne se développent pas en anaérobiose stricte ; 
la culture est parfois favorisée par la présence de CO?. Ne 
liquéfient pas la gélatine. Peu ou pas d’action sur les glucides ; 
utilisent lurée en général. Parasites stricts; ils sont les agents 
(infections caractéristiques chez l’‘homme ou les animaux. 

Espéce type : Brucella brucei (n. sp.). 

Le genre Brucella comprend trois espéces : 

I. Brucella brucei (n. sp.). — Bacilles ou coccobacilles de 0,5 
a 0,8 micron de large, a bouts arrondis, isolés, en petits groupes 
ou courtes chaines. Asporulés, encapsulés dans certaines phases. 
Gram-négatif, ils présentent parfois une coloration bipolaire. 
Aérobies stricts, ils ont parfois besoin d’une atmosphére conte- 
nant 10 p. 100 de CO’. Le départ des cultures est lent et ils ne 
cultivent correctement que sur des milieux spéciaux. Utilisent 
ine parte du glucose qui leur est fourni, ne fermentent aucun 
autre glucide. Hydrolysent l’urée, ne liquéfient pas la gélatine. 


ae 
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In phase smooth (non agglutinée par la chaleur ou la trypafla- 
vine) sont spécifiquement agglutinés par un sérum anti-Brucella. 

Pathogénes pour ’homme et les animaux (Brucelloses). Quatre 
variétés principales : 

Br. brucei, variété melitensis ; ancien Br. melitensis. 

Br. brucei, variété abortus : ancien Br. abortus. 

Br, brucei, variété suis: ancien Br, suis type américain. 

Br. brucei, variété thomseni [26]: ancien Br. suis type danois. 

Nous proposons également : 

Br. brucei, variété lisbonnei (8) pour les souches qui, cultivant 
sur milieux additionnés de thionine ou de fuchsine basique, 
donnent un abondant dégagement de SH, pendant deux jours 
ou plus. 

II. Brucella bronchiseptica (Ferry), avec la définition qu’en 
donne le manuel de Bergey [27]. 

III. Brucella tularensis (Topley et Wilson). — Cette derniére 
espéce étant en attente, jusqu’au moment ot l'étude plus 
compléte de ses souches permettra de trancher de son appar- 
lenance au genre Pasteurella ou au genre Brucella. 

Une telle classification n’aménerait aucune complication a |’état 
de fait existant, les méthodes jusqu’ici utilisées pour les identi- 
fications restent valables en raison des services qu’elles rendent ; 
pour les besoins de la clinique le diagnostic de brucellose 
demeure. Peut-étre cette classification éviterait-elle, au contraire, 
de voir porter un diagnostic de brucellose 4 Brucella abortus 
au vu d’une réaction de Wright, sous le prétexte que l’antigéne 
utilisé est une suspension de Brucella abortus, puisque aussi bien 
le séro-diagnostic usuel ne permet pas de séparer les diverses 
variétés de Brucella les unes des autres. 
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PURIFICATION DE LA TOXINE 
ET DE L’ANATOXINE TETANIQUES 


par A. TURPIN, M. RAYNAUD et M. ROUYER (’). 
(avec la collaboration technique de R. PERY). 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches.) 


L’obtention des toxines a l’élat pur présente un intérét théorique 
et pratique indiscutable. La purification des principales exotoxines 
et la détermination de leurs caractéristiques physico-chimiques ont 
été réalisées au cours de ces derniéres années. Eaton [4] et 
Pappenheimer [2] ont préparé une toxine diphtérique purifiée. 
Lamanna [3] et Abrams [4] ont réalisé la cristallisation de la 
toxine botulinique. La toxine de la scarlatine [5] et la strepto- 
lysine [6] ont aussi été purifices. 

Les travaux de Pillemer, Wittler, Burrell et Grossberg [7 a 414] 
ont abouti a la cristallisation d’une toxine tétanique présentant 
les caractéres que l’on peut exiger pour affirmer avec une haute 
probabilité la pureté d’une protéine. 

Les méthodes mises en ceuvre pour la purification sont assez 
simples sur le plan théorique, mais la réalisation pratique reste 
difficile : la trés faible concentration des toxines dans le milieu 
initial et importance des impuretés a éliminer obligent, en effet, 
a travailler sur des volumes considérables de matiére premiecre. 
Nous avons recherché un procédé de purification de la toxine 
et de l’anatoxine tétaniques qui puisse élre appliqué en utilisant 
comme matériel de départ la toxine brute préparée a |’Institut 
Pasteur. 

Les conditions que nous réclamions a priori pour le choix de la 
méthode étaient assez sévéres : elle devait pouvoir étre ultérieu- 
rement confiée a du personnel technique de qualification moyenne 
et standardisée de maniére a fournir des résultats réguliers. 

Les travaux de Pillemer et de ses collaborateurs nous ont 
fourni les éléments indispensables a cette recherche. Les carac- 
téristiques de la toxine pure qu ils ont élablies permettent, en 
effet, de juger A chaque stade du degré de purification réalisé. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 juillet 1951. 
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Nous exposons ici de fagon aussi résumée que possible les 
résultats d’une série d’essais. 


TECHNIQUES. 


La toxine tétanique brute utilisée provenait du Service du 
Tétanos. Elle a été préparée sur milieu a base de mélange 
de digestion pepsique et de digestion papainique de viande et de 
foie de boeuf, selon Prévot et Boorsma [42]. 

Pour la digestion pepsique : on hache finement 4 kg de viande 
de boeuf dégraissée et 1 kg de foie de beeuf frais. On ajoute 
18 1 d@eau du robinet. On acidifie avec 165 cm* d’acide chlor- 
hydrique concentré pur (concentration 8 p. 100 environ) et on 
ajoute 15 ¢ de pepsine Vaillant de titre 500. On porte au bain- 
marie a 47°5 pendant vingt heures, dans des cuves en acicr 
inoxydable. On chauffe ensuite a 85° pour arréter la digestion 
et on filtre le jus décanté sur papier Durieux mou. On ajuste le 
pH a4 5,8 au rouge de méthyle, avec de Ja lessive de soude pure. 

Pour la digestion papainique : on hache finement 5,200 kg 
de viande de boeuf et 1,200 kg de foie de beuf frais. On ajoute 
18 1 d’eau du robinet déja portés 4 47°5, puis 15 g de papaine. 
On éléve graduellement pendant une heure la _ température 
de 47°5 a 80°, on filtre le jus décanté sur papier Durieux mou. 
On ajuste le pH 45,8 au rouge de méthyle, avec de la lessive de 
soude pure. 

Les deux digestions sont mélangées dans les proportions de 
lrois partics de digestion pepsique pour une partie de digestion 
papainique. Le mélange est glucosé a 8 g par litre et réparti en 
flacons de 5 1 remplis 4 4,5 1, avec 1 g de sang sec de cheval 
par flacon. On stérilise vingt minutes a 110°. 

Voici quelques caractéristiques de ce bouillon V. F. 


Extraibisec meen eee cake = ee 30 a 45 g p. 4 000 
INE) Oe ete Cee ee re rte ali 5 & 7g p. 1 000 
Neamimoniacaltaec ce te es are 0,029 & 0,17 g p. 1 000 
Naming (Sorensen). se steer 0,984,2 g p. 1 000 


Aprés autoclavage, on laisse les flacons refroidir lentement 
jusqu’éa 383°. On ensemence et on porte A l’étuve a 33° pendant 
onze jours. Au bout de ce temps, la toxine est filtrée sur disque 
de cellulose amiantée. 

La souche tétanique « R » est entretenue sur bouillon pepsique 
additionné de 5 g de cervelle de veau par tube de 10 cm® de 
bouillon. Aprés désaération 4 la machine a vide, les tubes sont 
scellés, mis quarante-huit heures a l’étuve a 33°, puis A l’obscu- 
rité a 18-20°. 

Pour en tirer les souches d’ensemencement, on choisit une 
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souche de trois mois environ, provenant d’une lignée ayant 
donné une toxine de 40 unités au minimum. On ensemence avec 
cette souche des souches-filles en tubes désaérés et scellés, dont 
on tire des souches petites-filles en tubes ouverts de 25 cm*® de 
bouillon-cervelle qui, aprés quarante-huit heures a 33°, serviront 
a Vensemencement des flacons de bouillon a raison d’un tube 
par flacon. 

Cette toxine titrait en moyenne 500000 a 1000000 DMm 
et 40 a 60 unités floculantes (U. IF.) au centimétre cube. Son 
pH variait de 6,6 a 7,2. 

La DMm a été déterminée sur souris de 18 4 20 g en prenant 
les précautions suivantes, rappelées par Pillemer : les dilutions 
ont été faites en eau peptonée a 1 p. 100 additionnée de 9 p. 1 000 
de chlorure de sodium, pour éviter les altérations de la toxine 
que l’on observe parfois en eau distillée ou en eau physiologique 
simple [43], et les opérations de dilution ont été effectuées a la 
chambre froide a 0°. On a changé de pipette pour chaque dilu- 
tion en vue d’éviter l’adsorption éventuelle de la toxine sur le 
verre, signalée par Mutermilch [44]. La durée d’observation des 
animaux était de quatre jours. Seuls ont été utilisés, pour le 
calcul de la DMm, les animaux ayant présenté au cours de cette 
période des signes indiscutables de tétanos. 

La capacité de combinaison (Lf) et le temps de floculation 
optimum (Kf) ont été déterminés par la méthode de Ramon. Des 
quantités croissantes de sérum ont été ajoutées a des quantités 
fixes de toxine (1 cm* et 2 cm‘). Les sérums antitétaniques 
utilisés titraient 250 U. F. ef 100 U. F. au centimétre cube. 

Les tampons acide acétique-acétate de sodium de force ionique 
déterminée ont été préparés en utilisant les nomogrammes de 
Boyd [45]. Les concentrations en ion hydrogéne ont été déter- 
minées a l’électrode de verre aprés avoir réchauffé |’échantillon 
a 25°. Les centrifugations ont été faites sur appareils ordinaires, 
a 0°, — 5° et — 15°. Des bains a température constante ont été 
utilisés pour maintenir a la température désirée les solutions en 
cours de fractionnement. 

Le test de floculation ne distingue pas la toxine du toxoide, 
et les produits étudiés peuvent représenter des mélanges en pro- 
portions variables de toxine et de toxoide. La détermination de 
la DMm ou de la DM50 est la seule mesure valable de l’activité 


de la toxine. Le rapport renseigne sur la _ présence 


éventuelle de dérivés atoxiques et floculants dans un échantillon 
de toxine donné. 

Une augmentation du temps de floculation d’une fraction 
comparée a la précédente, ou avec la toxine-mére, est consi- 
dérée comme un indice d’altération de la toxine ou de l’anatoxine. 
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R&ESULTATS. 


1° PuRIFICATION PAR ADSORPTION SUR PHOSPHATE DE CADMIUM 
(selon Eaton et Gronau [46], et Pickett, Hoeprich et Ger- 
main [47]). — La toxine tétanique est adsorbée sur un_préci- 
pité de phosphate de cadmium obtenu par addition au milieu de 
culture ajusté a pH 7-7,6 d’une solution de chlorure de cadmium. 
L’élution est réalisée par un tampon phosphate (solution de 
phosphate de soude a 2 p. 100, de pH 7,8). Voici les caracté- 
ristiques des produits oblenus, sous forme de nombre de DMm 
par milligramme d’azote. 

TaBLEAu I, 


BOUILLON DE DEPART 


in) 
Ip, 


rhe 
XXKKX XK KX 


Kssai 20 
Essai 21 


oe Rt Si Sa 
conn —wht 
XXXXKXXKX 


pon 


On voit que le degré de purification réalisé par ce procédé 
avec la toxine brute utilisée est assez faible, de l’ordre de 
20 a 40 en moyenne. D’autre part, le rendement de l’opération 
est irrégulier et le plus souvent mauvais : on récupére entre 
10 et 20 p. 100 de la toxine initiale malgré plusieurs élutions. 

Nous n’avons pas cherché a perfectionner cette méthode et 
a l’adapter a notre toxine, la technique de Pillemer nous ayant 
donné de meilleurs résultats, tout au moins dans ses premiers 
stades. 


2° PURIFICATION PAR LA METHODE DE PitLemeR. — Nous avons 
suivi la technique de cet auteur, sauf légéres modifications néces- 
sitées par la nature de notre équipement. La nomenclature 
employée est celle de Pillemer. Le premier précipité T P, est 
réalisé & pH = 5,0-5,25, force ionique 0,09, température — 5°, 
en présence de 40 p. 100 de méthanol (purifié selon Winkler [48)) 
dans une cuve en acier inoxydable placée dans une chambre 
froide 4 — 5°. 

Le précipité obtenu est de couleur brun foncé. Hi ne se 
redissout pas entidrement dans l’acétate 0,150 M de pH = 6,9. 
La fraction soluble est obtenue en remettant ce précipité en 
Suspension dans un trés faible volume de ce tampon : 1/30 
a 1/100 du volume initial. 
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TaBLFau II. 


S 4 se = Ss 
oo o| x — ico 5; a 
Se Ha Sal G20 onesie le Ae 
= 19) tad 80 = 
Q iS Als a 
Expérience 3 : 
Toxine mére. . . 35 420 0,25 | 5,460 6,7 | 0,048 | 0,74 
Pic towmcers. Ky i 600 420 Bo 0,682 880 249 0,33 
REP ITA ge m5 500 120 4 0,340 | 4 470 ad) 0,20 
Expérience 4 : 
Toxine mére. . . 34 120 Oss Bgl 5,55) 0,08 4,40 
Pewee eels 4 500 420 20 0,70 2 140 28 4,30 
eb iinsi tats tr eytey 4 500 420 15 4,29 4-850 18 4 
Expérience 5: 
Toxine mére. . . 50 420 DA 7Gs |) A5883 40 0,15 4,50 
TS rae ei aes 2 000 120 20 4,25 1 600 16 4 
(Pe eae 2 000 120 | 20 0,34 4 
Expérience 6: 
Toxine mére.. . 50 420 0,5 5,416 9,6 0,99 4 
aR iwies ciie Ss 350 4120 3 0,70 500 7,10 4,42 
pleh ries: Cee eee = 200 120 3 0,25 790 11,90 1,50 
Expérience 7 : 
Toxine mére.. . 62 120 1,2 5,042 42,4 0,24 1,90 
Prep seer ses ss & 350 420 0,560 625 
PePHe <b. Mee: 350 420 0,175 | 2 000 
Expérience 8 : 
Toxine mére. . . Bil tay || APL 0,8 5,250 Tel 0,415 2,1 
eR cies eee ke 640 420 0,763 844 
TP rpherte aypeehe 380 420 0,240 | 4 809 
Expérience 9 : 
Toxine mére. . . 50 420 0,8 | 4,540 14 0,47 1,6 
TP Lee oe! 2. 500 120 9 0,540 980 47 4,8 
GV tlre Vals te 500 420 9 0,228 | 2 180 39 1,8 
Eapérience 10 : 
Toxine mére. . . 40 120 0,6 | 5,400 7,6 | 41 1,5 
ee douedeos Erp Operas 350 420 4,5 0,523 673 8 ibe 
DePirey 24s ero’ 250 420 4,5 0,247 | 1 200 24 1,8 


Nous avons constaté que toute la toxine présente dans le pré- 
cipilé peut étre redissoute en traitant ce dernier trois fois succes- 
sivement par ce faible volume de tampon. On obtient ainsi une 
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solution (S,) qui contient toute la toxine initiale sous un volume 
égal au 1/10 ou au 1/30 du volume initial. 

La deuxiéme précipitation a été effectuée dans les conditions 
suivantes : pH = 5,0; force ionique, 0,05; température, — 5° ; 
méthanol purifié, 15 p. 100. Le précipité T P, est redissous 
dans un volume d’acétate 0,150 M pH = 6,9 égal au volume 
employé pour la redissolution du T P, (solution S,). 

Ces deux premiéres précipitations sont faciles a effectuer. 
Appliquées 4 la toxine brute de l'Institut Pasteur, elles nous 
ont fourni des résultats trés réguliers avec un rendement élevé 
(90 a 100 p. 100). 

On peut simplifier la préparation en réalisant la premiére pré- 
cipitation dans les conditions suivantes : pH non ajusté (6,6 a 7,2 
suivant la toxine mére); éthanol purifié, 50 p. 100; tempéra- 
ture, — 15°, dans des conditions voisines de celles employées 
par Modern, Ruff et Gatti [19, 20] pour l’anatoxine. 

Le précipité (p,) obtenu est redissous et la deuxiéme précipi- 
tation est effectuée dans les conditions d’obtention du T P,. 


TaB_eau III. 


DMm x 10° 


Toxine mére. ... 


La purification ultérieure, selon Pillemer (stades T S,,. 
T S,, Py), ne nous a fourni que des résultats beaucoup plus 
irréguliers. Les stades T S,, et T S,, ont pu étre réalisés dans 
tous les cas, mais le degré de purification n’a pas toujours été 
comparable a celui obtenu par Pillemer. La baisse des rap- 
ee Pe DMm 
mg N mg N 
cas est l’indice d’une dénaturation de la toxine. 

Les conditions optima de température et de force ionique 
doivent étre ici déterminées dans chaque cas : malgré nos efforts, 
il ne nous a pas été possible d‘obtenir des résultats réguliers, 
permettant une transposition industrielle de la méthode. 

Enfin la précipitation finale (stade P,.) n’a pu étre obtenue 
qu’une fois sur 12 essuis et avec un rendement trés faible. Dans 
tous les autres cas, il nous a été impossible de récupérer sans 


ports observée pour ces stades dans plusieurs 
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dénaturation la toxine purifiée contenue dans les solutions métha- 
noliques (stade T S,.), ot d’ailleurs elle se conserve bien a — 15°. 

Nous donnons ci-dessous le tableau relatif A l’expérience 9, 
qui nous a fourni une toxine précipitée de pureté élevée. 


TaBLeau LV. 


DMm XX 4106 


Expérience 9 : 


Toxine mére. . 
Pie. 

T Pu. 

T Sur hee 

Tt Srv. e 

Pao ee 


La précipitation finale de Ja toxine télanique sous forme 
hautement purifiéc n’a done pu étre obtenue que trés irrégu- 
liérement par application de la méthode de Pillemer a la toxine 
brute de |’Institut Pasteur. Cette constatation est en accord avec 
les indications fournies par cet auteur lui-méme qui a noté que 
la nature des « impuretés » contenues dans le milieu initial influe 
sur le succés de lopération qui, entre ses mains, n’a réussi 
qu’avec les toxines brutes préparées sur milieu de Mueller et 
Miller. 

Par contre, nous avons nolé que la purification réalisée au 
stade T S,, était souvent trés importante avec notre toxine brute. 
Nous avons alors cherché a précipiter la toxine présente dans ces 
solutions méthanoliques par divers solvants neutres : alcool 
méthylique, acétone, a la température de — 15°. Nous avons 
obtenu des précipités abondants, mais dépourvus de_ toxicité. 
Ces précipilés, trés blancs au moment de leur formation, 
prennent rapidement une couleur brun foncé et sont insolubles 
en acétate 0,150 M. Les solvants neutres essayés provoquent 
donc, méme a — 15°, une dénaturation presque complete de la 
toxine tétanique. 

Nous avons alors tenté de récupérer la toxine présente dans 
les solutions méthanoliques (T S,,) par adsorption. Nous avons 
essayé le phosphate tricalcique, l’alumine, le phosphate de 
cadmium, le phosphate d’aluminium. Ces diverses substances 
ont adsorbé la toxine tétanique de fagon variable. Le phosphate 
d’aluminium, préparé selon Holt [24], nous a permis de réaliser 
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une adsorption complete de la toxine tétanique, dans les condi- 
lions physico-chimiques particuliéres réalisées au stade T Sy. 

Les solutions que nous avions obtenues étaient de : pH = 4,0; 
foree ionique, 0,100; méthanol, 380 p. 100; température, — lier 
L’expérience a été faite avec 10 cm* ou 50 cm* de TS,. On 
ajoute 50 mg de phosphate d’aluminium fraichement préparé. On 
laisse en contact quelques minutes. On centrifuge a — 5°. Le 
liquide surnageant est transféré dans un nouveau pot a centrifuger 
et on ajoute A nouveau 50 mg de phosphate d’aluminium. L’ad- 
sorption est répétée une troisi¢me fois. Le liquide final obtenu 
apres la troisiéme centrifugation ne présente plus la moindre 
loxicité, Les trois culots réunis conliennent toute la toxine présente 
dans le T S,,. On peut effectuer le dosage de la toxine adsorbée 
en remettant le phosphate d’aluminium en suspension dans de 
l'eau physiologique ou de Pacétate 0,150 M ph = 6,9 et en faisant 
une émulsion bien homogéne. 

L’élution quantitative est difficile. L’acétate 0,150 M ph = 6,9, 


: M 
eau physiologique, le phosphate re de ph 7,6, ne nous ont 
‘a 2) 


permis d’éluer que de faibles proportions de toxine. 
Par contre, on peut réaliser une élution totale par emploi d’une 


M . M 
solution hypertonique [ Nac 7 citrate cou Le précipité de 
phosphate d’aluminium contenant Ja toxine adsorbée est remis 
. M . } 
en suspension dans un volume de NaCl T citrate = égal au 


volume de T S,, initial. On laisse en contact cing heures a 0°. On 
centrifuge. On retrouve toute la toxine dans I’éluat NaCl-citrate. 


TABLEAU Y. 


DMm & 106 


siSineecn =: aise eerie: 
Expérience 4. Eluat. . 
Expérience 2° Eluat. . . . .. 
Expérience 3. Eluat dialysé. . 


Mais il est difficile, par la suite, d’éliminer le chlorure de sodium 
sans altération de la toxine. La dialyse pendant quarante-huit 
heures a 0° contre de l’eau distillée entraine en effet un abaisse- 
ment de toxicité, 

Ces resultats montrent qu’il est possible de récupérer la toxine 
télaniqne a partir des solutions méthanoliques par adsorption sur 
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phosphate d’aluminium suivie d’élution par une solution hyper- 
tonique. 


PURIFICATION DE L’ANATOXINE TETANIOUE. — L’anatoxine téta- 
nique a été purifiée 4 partir des anatoxines brutes de |’Institut 
Pasteur. 

Les conditions expérimentales ont été les mémes que pour 
la toxine, sauf que la_ précipitation initiale a été faite 
a ph = 4,85 + 0,05. 

Ici encore, il est facile d’obtenir des précipités T P, et T P,, 
avec régularité. La purification réalisée est importante. 


TABLEAU VI. 


Expérience 4 : 


Nous n’avons pas pu oblenir, au cours de divers essais, le 
précipité du type P,. La récupération de l’anatoxine présente dans 
les solutions méthanoliques (T S,, ) est, par contre, facile : Vana- 
toxine, plus résistante, précipite en effet par 4 volumes d’éthanol 
ou de méthanol, 4 — 15°. On obtient un précipité blanc qui se 
redissout trés facilement dans l’acétate 0,150 M ph = 6,9. Mais le 


- Ceci 


I 


; 75) présente une baisse du rapport 
produit obtenu (E 5) présente PI me I 
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montre que la précipitation par l’alcool méthylique ou éthylique 
& — 15°, quoique moins néfaste que pour la toxine, entraine une 
dénaturation partielle de l’anatoxine. Le produit obtenu est cepen- 
dant débarrassé de nombreuses impuretés. Son Kf reste beaucoup 
plus faible que celui de la toxine initiale. Il est done possible que 
lanatoxine ainsi purifi¢e, malgré la valeur relativement faible du 
rapport ———, présente un intérét pratique réel. 
mg N 

Le pouvoir antigénique des préparations S 3 et E 5 d’anatoxine 
tétanique est a l'étude. Les produits peuvent étre recueillis a l'état 
solide par lyophilisation. La durée de conservation a |’ état lyophi- 
lisé sera précisée ultérieurement. 


CONCLUSIONS. 


1° Il parait difficile de préparer avec un rendement acceptable 
une toxine tétanique de pureté élevée, dont les caractéristiques 
se rapprochent de la toxine tétanique cristallisée préparée 
a tik: Antes 
par Pillemer (3 600 aN Par contre, deux précipitations 
mg? 
=) 
successives & pH acide en présence d’éthanol ou de méthanol 
i —5°, avec redissolution intermédiaire dans un faible volume 
d’acétate, 0,150 M pH =6,9, permettent d’obtenir réguliérement 
a partir de la toxine brute de l'Institut Pasteur, une toxine purifiée, 


USE 
contenant 1 500 4 2 000 ———. 
mg N 

2° La toxine tétanique, en solution A ph = 4,0, force 


ionique 0,100, méthanol 30 p. 100, température — 5°, peut étre 
adsorbée quantitativement sur phosphate d’aluminium et éluée 


10/ 


ae me Vee 

3° Une anatoxine tétanique purifiée | 1 800 a 2 500 — N peut 
mg 

. % . . = . 

étre obtenue facilement a partir de l’anatoxine brute de |’ Institut 

Pasteur par deux précipitations successives a pH acide en 

présence de méthanol ou d’éthanol, avec redissolution intermé- 

diaire dans un faible volume d’acétate. 


par les solutions hypertoniques (Naot . citrate a 
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LE DETERMINISME DE LA SPORULATION 
DE BACILLUS MEGATHERIUM 


Il. L'EFFET D'UNE AERATION LIMITANTE 
SUR LES CULTURES AGITEES DE DEUX VARIANTS 
D'UNE MEME SOUCHE 


par N. GRELET (°). 


(Institut Pasteur, Service des Fermentations.) 


INTRODUCTION 


Dans les deux mémoires précédents [9, 40], nous avons étudié un 
seul des variants de notre souche de Bacillus megatherium, le 
variant A. 

Dés Visolement des variants A et B sur mott de biére gélosé a 
25°, ils nous étaient apparus différents non seulement par la mor- 
phologie des colonies, mais par la propension apparente a spo- 
ruler : les colonies rugueuses du variant A ne présentent, aprés 
plusieurs jours, qu'une sporulation partielle, tandis que les colo- 
nies lisses du variant B se développent rapidement, et coulent au 
fond du tube en une substance crémeuse qui ne contient presque 
que des spores. 

En milieu synthétique de composition convenable, aéré par agi- 
tation, nous avons obtenu la croissance végétative prolongée du 
variant A ; au contraire, avec le variant B, dans les mémes condi- 
tions, nous avons constaté une sporulation précoce dont le déter- 
minisme ne pouvait étre trouvé dans l’épuisement de l’aliment 
carboné ou la pénurie de l’un des constituants du milieu. 

Diverses observations orientérent notre attention vers l’effet 
d’une aération insuffisante; nous devons lune d’elles a 
M. A. Lwoff : lorsqu’une microgouttelette de culture est introduite 
dans la chambre 4 huile du micromanipulateur, les bacilles spo- 
rulent, alors que dans la méme culture agitée la croissance se 
poursuit sans sporulation [46]. 

Dans le présent mémoire, nous recherchons donc, avee les deux 
variants dont le comportement parait 4 premiére vue différent, si 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 octobre 1951. 
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une aération insuffisante, entrainant une limitation de la croissance, 
peut étve un facteur de sporulation. 


MiruHopes 


L’origine des variants A et B de la souche ML de B. mega- 
therium, la réalisation des stocks d’ensemencement, la composition 
du mileu témoin chimiquement défini, les conditions d’ensemen- 
cement et d’incubation, les techniques des examens et dosages, 
ont été indiquées dans le premier mémoire {9}. 

Pour faire varier l’aération des cultures, nous agilons dans des 
flacons d’Erlenmeyer de 200 cm* des volumes de milieu de 15, 25, 
50, 100 et 200 cm*. Avec les volumes de 100 et 200 cm® les colons 
ne restent pas secs, ce qui apporte un obstacle supplémentaire 
a laération. 

Bien que les échanges gazeux aient lieu a travers unc surface 
fortement agitée, voici quelques indications numériques corres- 
pondant au flacon au repos : 


Volume de milieu ...... 45 23 50 100 200 cm’ 

Slrraceslibres-<5 6 48 ea 2D 47 47 44 22 cm? 
surface 

Rapport ~oiume Pas AiG Guo mS 2 4 0,5 0,4 


Rappelons que les flacons sont incubés 4 30° sur un agitateur 
&’ mouvement alternatif : 90 oscillations par minute, 9 cm d’ampli- 
tude. 

Toutes les expériences sont faites sur le milicu’ synthétique 
témoin : pH initial 5,8 ; glucose initial, environ 45 g/1. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX 


L’EFFET SUR LE VARIANT A DE DIVERS DEGRES D AERATION. — Le 
développement des cultures est trés efficacement limité lorsqu’on 
augmente le volume de milieu dans le flacon agité : Popacité des 
cultures de vingt-trois heures (tableau I) le montre nettement. 

Avec le volume de 25 cm’, nous sommes dans les conditions de 
la culture témoin antérieurement décrite [9], a cette petite difference 
pres que la contenance du flacon est ici de 200 cm® au heu de 150. 

Avec le volume de 15 cm, la croissance est encore plus rapide 
et le glucose plus vite épuisé qu’avec le volume de 25 cm* : nous 
avons, en effet, déja observé que dans la culture témoin, le taux 
de croissance est rapidement limité par une aération insuffisante. 

Avec un volume de 50 ecm® on observe a vingt-trois heures une 
légére acidification & pH 5,1; la croissance se poursuit lentement 
et le glucose finit par étre épuisé. Durant toute cette période de 
croissance ralentie, il n’y a pas sporulation, et une fois le glucose 
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épuisé, le phénoméne de pulvérisation granulaire des bacilles, 
caractéristique des vieilles cultures, masque en partie le déclen- 
chement de la sporulation. 

Avec des volumes de 100 et 200 cm*, la croissance est presque 
complétement arrélée a une faible opacité par une acidification qui 
amene le pH a 4,8, dés seize heures, et a 4,2 a solxante-neul 
heures. Il ne se produit pas de sporulation. 

il n’est donc pas possible de produire la sporulation du variant A 
par une aération limitante. 


TasLeau J. — Effet de l’aération sur la croissance et la sporulation 
du variant A. 


pH initial : 5,8; glucose initial : environ 45 g/l. 


DUREE DES CULTURES 
VOLUME 


en cm? | ' 
23 heures 40 heures 69 heures 


200 jal LVS Eee 

| Glucose g/l. 2). 
HeOPACllO-weree cw: . 2,4 
[Examen Sea. -- : : B. n., ch. 4-8. 


DH ous = 2 6 4055 4,25 
Glucose g/l... . 24,7 
Opacite. > 1. soneu. 13 
Examen ¢ . . . a 


| pH. : 
Glucose — 
hODSCITG: ee ance eal 25,5 
Examen... . «| : ; Granules ct débris. 
Rares sp. incl. 


PUSS a) cea 8,43 
Glucose g/l. . 


Opacité. See : ue 42,5 
Examen 3) 393.2 : 5 Sp. incl. Sp. libres. Quelqnes 

en formation daus! B.n., ch. 4. 
B.n., ch. 2-4. 


DHS Ri Lora eel WISE 
i Glucoserg IS" 5 = 

Opacilé: {22.95 = 
SAN CTs eas Sp. libres 
| et quelques incl. 
| B.n. ch. 4-2. 


9,6 


Vnacité : proportionnelle 4 la densité optique mesurée, elle exprime approximativement la 
matiére séche en g/l. 

Examen microscopique : signification de quelques abréviations : B. n., ch. 4-8: Bacilles nor- 
pt en chaines de 448 éléments. Sp. libres et qq, incl. : Spores libres et quelques spores 
incluses. 
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L’EFFET SUR LE VARIANT B DE DIVERS DEGREES D’AERATION. — Le 
développement du variant B est limité au méme degré que celui 
du variant A, par l’insuffisance d’aération corrélative a l’augmen- 
tation du volume agité (tableau II). 


Tasteau I. — Effet de l’aération sur la croissance et la sporulation 
du variant B. 


pH initial : 5,8 ; glucose initial : environ 45 ¢/|. 
SS SS EE SE BT SS EE APA ASEAN SE DE EM Sa PRT Ah RR IOS OY ERE 


DURKEE DES CULTURES 


VOLUME 
aS 3 
a oi 23 heures 46 heures 69 heures 

200 Da wee 60 5,3 4,9 
Glucose g/l... . Diloe 32,8 32,0 
Opacité. . . , 1,6 2,5 2,3 
Examen. . .|B. courts, ch. con-| B. courts, ch. con- 

tourn. Sp. incl.} tourn. Sp. incl., 
quelques libres. 

400 DEA Hh S.-i ANG, 89 3,8 6,05 
Glucose y/l. . . 2054 ATA 
Opacité. . . : 5,8 : 8,9 41,0 
Examen . .|B. courts, ch. con-/Sp. libres, quel- 

tourn. Sp. incl.| ques incl. Quelques 
B. courts. 

50 pia Aah! 6,4 5,6 a3 
Glucose g/I . 20,4 0 
Opacité. . . P 41,0 : 16,0 
Examen . Sp. incl. dans |Sp. libres, quel- 

Bom., ch. 2-4. ques incl. Quelques 
_ B. courts. 

25 DH tec es, Big8 7,5 8,35 
Glucose g/l. . 3,0 0 
Opacité. . . : ATS e 15,9 
IX ONTO ee ay cie: B. n., ch. 2-4. Qui-| B. n., ch. 2. 

ques jeunes sp. ‘Sp. libres. 
incl. 

AS Hie Sea 6,6 8,05 

lucose g/l... . 0 
Opacttemer an Oe 9 16,3 
Examen... .|B. n., ch. 4 con-|B. n., ch. 2. Quel- 


tourn. 


ques sp. libres. 


Examen microscopique : signification de quelques abréviations ; ch. contour. : chaines contournées, 
c'est-a-dire chaines dont les éléments sont disposés en ligne brisée. 


Le variant B n’a pas une aussi forte propension que le variant A 
i réagir 4 l’asphyxie par une production d’acides organiques qui 
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acidifient le milieu: seul le flacon contenant 200 cm* de milieu. 
dont le développement reste trés faible, s’acidifie tardivement un 
peu, et atteint le pH 4,9 a soixante-neuf heures. 

Mais, dés vingt-trois heures, malgré les différences considérables 
de développement, on trouve des spores incluses dans tous les 
flacons, sauf dans le flacon le plus aéré, contenant 15 em*, ott la 
croissance a été la plus rapide et ot le glucose est déja épuise. 

Cette sporulation d’ailleurs n’est A peu prés générale que dans 
Je flacon contenant 50 em*, ott le degré d’insuffisance de l’aération 
parait optimum pour la sporulation. Au-dessous (25 em), liaéra- 
lion est presque suffisante, mais on concoit qu'une certaine hétéro- 
généité puisse subsister & cet égard dans le milieu agité, et que 
certains germes soient plus sensibles 4 une aération insuffisante. 
Au-dessus (100 et surtout 200 cm‘), l’asphyxie est telle qu'elle 
affecte la morphologie des bacilles et parait en rendre certains 
inaples a sporuler. 

Nous avons d’ailleurs vérifié qu’une asphyxie rapidement com- 
plete ne proyoque pas de sporulation. 

En bouchant, dés l’ensemencement, avec un bouchon de caout- 
chouc, un flacon de 200 em? contenant 50 cm* de milieu, on ne 
permet qu’une croissance limitée : bien qu’il s’agisse toujours du 
variant B, une légére acidification se produit avec pH 4,9 a trente- 
deux heures ; les germes, dont aucun n’a sporulé, ont laspect 
habituel dans ees cultures acidifiées (tableau IID). 


Tasieau Ill.— Effet de lasphyxie sur la croissance et la sporulaticn 
du variant B. 


CONDITION D’AERATION DUREE DERE Ag CULLG ES 
32 heures 


pOlulc Gy 
| Glucose g/l. | 
Opacité. . . .| 3. 
Examen. . . .|B. petits et courts, ch. 2-4. 


50 cm’ dans flacon de 200 cm’, 
bouchon de caoutchouc 
aprés lensemencement. 


38,8 


piew. =e atigils 
50 cm? dans flacon de 200 cm? Glucose g) A. 

bouchon de coton. Opacité. . . «| : 13,5 
Examen... .'Sp. incl. dans B. n., ou 
courts, ch. 2-4. 


Dans une autre expérience, nous avons transvasé une culture 
de vingt-deux heures, bien développée avec une bonne aération. 
dans des flacons d’ Erlenmey er de divers volumes, bouchés avec 
un bouchon de caoutchouc et remis a agiter. Dans le flacon de 
50 em*, 50 em* de culture sont soumis a une asphyxie quasi immé. 


SPORULATION DE BACILLUS MEGATHERIUM 315 


diate ; il n’y a alors ni acidification, ni sporulation. Dans le flacon 
de 200 cm®, une réserve d’air de 150 em*® permet la métabolisation 
d’une partie du glucose restant ; mais l’opacité n’augmente pas 
et le pH s’abaisse 4 5,3; cetle asphyxie progressive n’entraine 
pas de sporulation. 

Nous pouvons donc conclure qu’une aération limitante entraine 
la sporulation du variant B ; mais il faut aussi que l’apport d’oxy- 
géne soit continu durant le processus de sporogénése ; celui-ci, en 
effet, devient impossible dans des conditions d’asphyxie complete. 


Discussion 


On a souvent décrit des variants, obtenus par dissociation d’une 
souche, qui présentent a4 des degrés divers l’aplitude a sporuler, 
ou l’inaptitude totale [8, 4, 6, 5, 42, 43, 44, 22). 

Le fait que certains variants présentent, & premiére vue, une 
propension a4 sporuler que n’offrent pas certains autres, pourrait 
fournir un argument en faveur d’un déterminisme cyclique par des 
facteurs internes propres a chaque variant. 

Nous montrons que la sporulation de l'un des variants étudiés 
ici est bien une réponse a un facteur externe — l’aération insuffi- 
sante —- auquel |’autre variant ne répond pas de la méme facon. 
I] est vraisemblable que, dans les autres cas, l’apparente propen- 
sion a sporuler résulte aussi d’une sensibilité particuliére du 
variant a un facteur externe défini. 

Beaucoup de travaux ont été consacrés au role de l’oxygene dans 
la sporulation, mais plutot pour savoir s’il favorise ou empéche 
une sporulation produite par une cause non identifiée, que pour 
y chercher une cause directe de sporulation. 

Ainsi, chez les anaérobies, il semble qu’en général, une faible 
tension d’oxygéne, tant qu'elle n’inhibe pas la croissance, 
nempéche pas non plus la sporulation, peut-¢tre méme la favo- 
rise parfois ; pourtant, d’une souche 4 lautre les résultats peuvent 
étre différents [45, 8, 17, 24, 2, 24). 

Chez les aérobies, les auteurs reconnaissent 4 |’aération un effet 
favorable sur la sporulation {45, 5, 4, 20, 8, 25, 14). Mais cet effet 
peut étre indirect: l’aération accélere la croissance et hate le 
moment ow les aliments sont épuisés ; d’autre part, elle diminue 
la formation d’acides organiques et évite ou relarde ]’acidification 
qui empécherait la sporulation. 

Certains auteurs ont établi en vase clos une tension initiale 
connue d’oxygéne, et en ont cherché le minimum compatible avec 
la sporulation ; mais — remarque Knaysi, 1945 [44] — la tension, 
aprés la croissance végétative qui absorbe beaucoup d’oxygéne, 
p’a plus sa valeur initiale, et l’on doit se méfier de minima ainsi 
obtenus. 
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Au contraire, une aération continue, soit par barbotage 
d’air [5, 44], soit par agitation mécanique, permet l’établissement 
dun régime d’équilibre entre apport d’oxygéne dissous et 
‘absorption d’oxygéne respiré. 

La mesure de l’aération a fait récemment lobjet de travaux 
précis, consécutifs aux progrés des cultures « submergées » pour 
la production des antibiotiques [49, 7, 23}. 

Nous n’avons pas cherché a mesurer ainsi l’aération dans les 
cultures agitées sous divers volumes; nous avons simplement 
apprécié l’insuffisance de l’aération d’aprés la limitation apportée 
au taux de croissance. Depuis longtemps, le travail de .Monod 
1942 [48] a attiré notre attention sur l’importance de l’aération, qui 
devient plus aisément qu’on le pense souvent, le facteur limitant 
de la croissance. 

Mais, comme nous avons déja eu l’occasion de l’observer [40], 
i! ne suffit pas de limiter le taux de croissance pour entrainer a 
tout coup la sporulation : limitée par une aération insuffisante, la 
culture du variant A ne sporule pas, et la culture du variant B ne 
subit qu'une sporulation partielle, qui met en évidence une hété- 
rogénéité entre les germes. 

Plus Vaération est insuffisante, plus la sporulation est par- 
tielle, et l’asphyxie de la culture ne la permet plus: c’est un 
nouvel argument en faveur du caractére aérobie de la sporo- 
eénese chez un bacille aérobie strict. 


CONCLUSIONS. 


Entre les variants d’une méme souche, ont été fréquemment 
déecrites des différences dans l’apliltude a sporuler, dont le déter- 
minisme pose un probléme. 

Dans les cas des variants A (rugueux) et B (lisse) de la 
souche ML de Bacillus magetherium, il s’agit de réponses diffé- 
rentes a une insuffisance de |’aération. 

En effet, pour des volumes croissants de milieu synthétique dans 
une série de flacons agités, l’aération devient le facteur limitant 
de la croissance ; dans ces conditions, le variant A acidifie le 
milieu et ne sporule pas ; le variant B n’acidifie pas le milieu ou 
ne le fait que tardivement, et sporule partiellement en cours de 
culture. 

Lorsque linsuffisance de l’aération s’aggrave, la sporulation 


du variant B est de plus en plus partielle ; elle est nulle pour une 
asphyxie totale. 
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ETUDE COMPAREE DE L’ACTIVITE /W V/TRO 
ET /N VIVO DE PLUSIEURS ANTIBIOTIQUES 


11, — ESSAIS THERAPEUTIQUES ET CONCENTRATIONS SANGUINES 


par P. VILLEMIN et F. BOYER. 


(Institut Pasteur. Service de Chimte thérapeutique By). 


Dans un précédent mémoire [4], nous relations les résultats 
que nous avions obtenus dans le traitement de 5 septicémies 
expérimentales de la souris par les substances antibiotiques sui- 
vantes : pénicilline, streptomycine, néomycine, polymyxine, chlor- 
amphénicol, auréomycine et terramycine (1). Notre but est ici de 
déterminer : 

Les variations du résultat thérapeutique en fonction de divers 
modes de posologie. 

Les concentrations sanguines en antibiotique correspondantes. 

Les rapports pouvant exister entre les concentrations humorales 
et les résultats thérapeutiques. 


Essais THERAPEUTIQUES 


Nos essais ont été réalisés sur les septicémies expérimentales 
de la souris provoquées par les quatre germes suivants : Strepto- 
coccus pyogenes, Diplococcus pneumonix, Klebsiella pneumoniz 
et Salmonella typhi. 

Les deux ou trois antibiotiques qui nous avaient donné les 
meilleurs résultats dans le traitement de chacune de ces septi- 
cémies ont été administrés de la facon suivante : 

Pour chaque antibiotique, 6 lots de 10 souris de 18 a 25 g 
ont recu la méme dose totale, administrée de six facons diffé- 
rentes : 


(*) Travail réalisé grace & une bourse de la Fondation Waksman en 
France. 

(1) L’étude de la polymyxine n’a pas été poursuivie ici. Les autres 
antibiotiques ont été utilisés sous les mémes formes que celles qui 
avaient été décrites dans le précédent mémoire, a l'exception de 
Vauréomycine, qui, pour |’établissement des courbes de concentration 
sanguine, nous a été fournie sous forme de produit purifié. 
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‘Lot I. — Un seul traitement. 

Lot II. — Deux traitements dans la journée (un le matin et un 
le soir). 

Lot II. — Un traitement le matin pendant deux (a) ou trois (b) 
jours consécutifs. 

Lot IV. — Deux traitements par jour pendant deux (a) ou 
trois (b) jours consécutifs. 

‘Lot V. — Un traitement le matin pendant quatre (a) ou six (b) 
jours consécutifs. 

Lot VI. — Deux traitements par jour pendant quatre (a) ou 


six (b) jours consécutifs. 

Le premier traitement était administré immédiatement avant 
Vinfection des souris qui était réalisée de la fiacon suivante : 

D. pneumoniz et Kl. pneumonizw. — Chaque souris ia regu, par 
voile intrapéritonéale, 0,5 cm* d’une culture a la dix-huitiéme 
heure en bouillon sérum, diluée a 10—*° dans le Tyrode. 

S. pyogenes. — Méme technique, sauf la culture du germe qui 
est faite en bouillon ascite. 

S. typhi. — Chaque souris a recu, par voie intrapéritonéale, 
1 cm? de dilution a 10—° dans la mucine d’une culture a la dix- 
huitiéme heure en bouillon ordinaire. 

Pour l’exposé des résultats (tableau I), il est possible de grou- 
per les 6 antibiotiques ¢tudiés en quatre groupes : 


Prntcittine (Streptococcus pyogenes et Diplococcus pneu- 
monix). —— ‘La nécessité de rapprocher les injections de pénicilline 
est une donnée classique (Florey et coll. [2]). Cependant plusieurs 
auteurs ont obtenu expérimentalement des résultats différents : 
White et coll. [8], traitant la streptococcie de la souris par 
la pénicilline X, obtiennent le méme pourcentage de survies avec 
une méme dose totale administrée en une, deux, quatre ou huit 
fois en vingt-quatre heures. Zubrod [4], avec la pénicilline G, 
assure le méme nombre de survies chez des lots de souris ayant 
subi plusieurs traitements 4 intervalles de une, trois, huit ou 
vingt-quatre heures ; par contre, une dose unique donne de moins 
bons résultats. Enfin, Miller et coll. [5] trouvent les grosses doses 
plus efficaces dans le traitement par la pénicilline de l’infection 
typhoide de la souris et concluent qu’une dose élevée de péni- 
cilline est plus efficace que de multiples petites doses, tout au 
moins pour les germes peu sensibles comme S. typhi. 

Dans nos expériences, nous retrouvons la supériorité du trai- 
tement biquotidien sur les traitements administrés en une fois 
par jour; mais ceci établi, le résultat thérapeutique est le méme 


(a) Pour Streptococcus pyogenes et Salmonella typhi. 
(b) Pour Diplococcus pneumoniae et Klebsiella pneumoniae. 
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Tasteau I. — Résultats thérapeutiques chez la Souris. 


Les doses sont exprimées en U.I./kg pour la pénicilline et en pg/kg pour les 
autres antibiotiques. 

L’administration est faite soit par voie sous-cutanée (S-C), soit per os (P O). 

Un seul traitement (lot 1). — Deux traitements dans la méme journée (lot If). 

Un traitement (lot 111) ou deux traitements (lot 1V) par jour pendant 2 ou 
3 jours suivant les infections. 

Un traitement (lot V) ou deux traitements (lot VI) par jour pendant 4 ou 
6 jours suivant les infections. 


Dose totale |Nombre de 
administrée| jours de 
survie des Nombre de souris survivantes 
UL. /K g : 
témoins 


Numéro des lots traités 


| Nbre de jours apres Borel HB /KS 


tion, 


S. pyogenes (Dig.7) 


Peénicilline s-c 10.000 
Auréomycine per-os 


D. pneumoniae (Til) 


Penicilline s-c 30,000 
Streptomycine s-c 


Terramycine per os 
Kl. pneumoniae ( Caroli) 
Streptomycine s-c 


Néomycine s-c 
Terramycine per os I. OOO 


S. typhi (Ty II) 


Néomycine s-c 
Chloramphénicol per os 750 1 
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lorsque la méme dose totale est administrée en un seul ou en 
plusieurs jours. 


STREPTOMYCINE (Diplococcus pneumonix et Klebsiella pneumo- 
mz). Nétomycine (Klebsiella pneumonize et S. typhi). — Les 
petites doses répétées sont moins efficaces que les doses élevées et 
peu nombreuses ; le traitement en deux doses a huit heures d’in- 
lervalle est particuliérement efficace, ce qui est en accord avec 
les résultats obtenus par Zubrod dans le traitement par la strep- 
tomycine de l’infection de la souris a KI. pneumonizx [6]. 

Toutefois, dans le cas de ]a néomycine, le traitement de la sepli- 
cémie a S, typht poursuivi deux ou quatre jours se révéle supé- 
rieur au traitement administré en un seul jour; mais l’infection 
de la Souris par ce germe qui nécessite l’emploi de mucine est 
trés particuliére et les résultats obtenus avec la néomycine sont 
a rapprocher de ceux que donne le chloramphénicol. 


8 


7 6 8 
Auréomycine per os 375 6 65 ZO. Ee on, rae eae 1 Sue 
ae eee 
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CHLORAMPHENICOL (Salmonella typhi). — Les petites doses répé- 
tées sont les plus actives. La quantité totale administrée est élevée 
(20 mg par souris), mais ne suffit pas a juguler l’infection lorsque 
la dose n’est pas répartie sur au moins trois jours. 


Aurtomycine (Streptococcus pyogenes et S. typhi). Trerramy- 
cine (Diplococcus pneumonix et Klebsiella pneumonix). — Pour 
ces deux antibiotiques, les résultats les meilleurs sont obtenus 
avec la posologie intermédiaire comprenant des doses moyennes 
administrées pendant un temps suffisant; cependant, une dose 
forte et unique d’auréomycine est trés active contre Streptococcus 
et S. typhi. Au contraire, la terramycine donne de meilleurs 
résultats lorsqu’elle est administrée en deux fois dans la journée. 


Nous pouvons résumer ainsi ces résultats : 

L’antibiotique importe plus que le germe dans I’établissement 
du mode de traitement optimum des septicémies expérimentales 
de la souris par Streptococcus pyogenes, Diplococcus pneumo- 
nizw et Klebsiella pneumonix. L’infection a S. typhi se comporte 
différemment et entraine une posologie de méme type, quel que 
soit l’antibiotique considéré. 

Dans la plupart des cas, les petites doses répétées sont ineffi- 
caces, ce qui indique la nécessité d’une concentration minima 
d’antibiotique dans l’organisme, concentration qui, lorsqu’elle est 
alteinte, peut n’étre maintenue qu’un temps relativement court. 
La pénicilline est cependant a peu prés aussi active et le chloram- 
phénicol plus actif lorsqu’ils sont administrés 4 petites doses 
répétées longtemps, ce qui les rapproche des sulfamides et des 
sulfones (Boyer [7]). 

A dose totale équivalente, la streptomycine se révéle plus effi- 
cace lorsqu’elle est administrée en une ou deux fois que lorsqu’on 
linjecte en de multiples doses répétées plusieurs jours. 


CONCENTRATIONS SANGUINES EN ANTIBIOTIQUE 
CHEZ LES SOURIS TRAITEES. 


Nous avons établi des courbes de concentration sanguine en 
antibiotique correspondant a quatre types de traitement parmi 
ceux qui ont été décrits dans la premiére partie : 

Lot I : administration d’une dose unique ; 

Lots II, IV et VI: administration de doses biquotidiennes pen- 
dant un, deux et quatre jours ou un, trois et six jours, la dose 
totale demeurant équivalente. 

Comme nous le verrons, l’administration des antibiotiques ne 
donne pas lieu a des phénoménes d’accumulation caractéristiques 
et les courbes des lots III et V ne différent respectivement de 
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celles des lots II et IV que par un décalage dans le temps des 
diverses portions de courbe. 

Les prélévements de sang (II a III gouttes par souris) sont effec- 
tués a Vaide d’une pipette effilée au niveau du sinus rétro- 
orbitaire. 

A chaque type de traitement correspondent 2 a 4 lots de 5 sou- 
ris ; les prélévements sont effectués successivement sur les souris 
de chacun de ces lots, le sang des 5 souris étant, chaque fois, 
recueilli dans le méme tube. En procédant de cette fagon, les 
points successifs de chaque courbe sont établis avec le mélange 
de sangs provenant de 5 souris différentes, ce qui permet d’obtenir 
des courbes trés réguliéres. Les souris supportent tres bien 
deux a trois prélévements par jour pendant plusieurs jours 
suivantes : 


TITRAGE DE LA TENEUR DES SERUMS EN ANTIBIOTIQUE. — 
Nous avons utilisé la technique de diffusion linéaire mise au 
point par Mitchinson et Spicer pour la streptomycine [8] et par 
Velu (2) et M™ Craipeau pour la pénicilline [9]. Les conditions 
de notre travail nous ont amenés a apporter les variations 
suivantes 

Milieu. — Nous utilisons un milieu relativement pauvre : 
peptone (UCLAF): 5 g; autolysat de levure: 1 g; glucose : 
0,5 g; ClINa: 5 g; gélose: 10 g; eau distillée : 1000 cm®. Le 
pH est ajusté 4 6,8-7 pour le titrage de la pénicilline, le chloram- 
phénicol, l’auréomycine et la terramycine ; 4 7,8-8 pour celui de 
la streptomycine et la néomycine. 

Ensemencement. — Pour le titrage de la pénicilline, la strepto- 
mycine et la néomycine : Staphylococcus aureus N 131; dilution 
finale & 2x10—10* d’une culture a la vingt-quatriéme heure en 
peptone glucosée ordinaire. 

Pour le titrage du chloramphénicol: Klebsiella pneumonix 
Keel = dilutioncs las 10—-, 

Pour le titrage de l’auréomycine : Staphylococcus aureus (sou- 
che Kling) ; dilution a 10-°, 

Pour le titrage de la terramycine : B. anthracis (souche Tigre) ; 
dilution a 10-*, 

Température. — Pour le titrage de l’auréomycine, A cause de 
son instabilité, les tubes sont déposés dans l’étuve A 23° C. Pour 
les aulres antibiotiques, a 37° C. 

Liquide a titrer. — Aprés conservation a + 4° © pendant vinet- 
quatre heures au maximum, les sangs prélevés sont centrifugés 


(2) Nous remercions M. H. Velu qui a bien voulu nous montrer 
comment il appliquait cette technique de dosage et le D™ Y. Chabbert 
pour ses multiples conseils. 
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aprés décollement du caillot. La quantité de sérum fournie permet 
deffectuer le titrage de chaque échantillon sur 3 ou 4 tubes, 
a condition de ne mettre dans chaque tube que 0,05 cm* de sérum 
a Vaide d’un tube capillaire calibré. 

Courbes étalons. — Etant donné la grande difficulté a se pro- 
curer des quantités suffisantes de sérum de souris, les courbes 
étalons ont été établies avec des dilutions de chaque antibiotique 
dans du sérum de cheval normal. 

Dans ces conditions, la sensibilité de la méthode est la sui- 
vante : pénicilline, 0,15 U.I.; streptomycine, 0,25 pg; néomy- 
cine, 0,25 wg; chloramphénicol, 2,5 wg; auréomycine, 1 ug; 
terramycine, 1 wg. Des quantités légérement inférieures A celles-ci 
peuvent étre décelées, mais non mesurées. 


LES COURBES DE CONCENTRATION SANGUINE (3). — Les courbes 
correspondant aux trois antibiotiques administrés par voie paren- 
térale : pénicilline (courbe 1), streptomycine (courbe 2) et néomy- 
cine (courbe 8) sont caractérisées par : 

_Leur régularité ; 

L’absence d’accumulation des produits dans l’organisme ; 

La rapidité avec laquelle la concentration atteint un niveau 
élevé (maximum en une demi-heure), puis diminue ; 

L’élévation considérable du clocher parallélement a la dose 
admuinistrée ; 

La proportionnalité a peu prés constante entre les concentra- 
tions dans le sérum et les doses injectées : la quantité éliminée 
dans un laps de temps donné est d’autant plus forte que la 
concentration est plus élevée. 

Au contraire, les courbes correspondant a Jl auréomycine 
(courbe 5) et a la terramycine (courbe 6) sont moins réguliéres. 
Les concentrations atteignent des maximums moins élevés, mais 
diminuent plus lentement, surtout en ce qui concerne l’auréo- 
mycine : le sérum des souris ayant recu 7,5 mg par kilogramme 
en contient encore des quantités notables aprés trente heures. 
La terramycine est plus rapidement éliminée ; la courbe d’élimi- 
nation de cet antibiotique présente les anomalies les plus impor- 
tantes correspondant sans doute a une absorption trés irréguliére 
due a la forte dose administrée. 

L’augmentation de la dose administrée entraine une plus 
grande élévation du clocher avec la terramycine qu’avec l’auréo- 
mycine, comme l’ont constaté chez homme Welch et coll. [40]. 


(3) L’étalement des courbes ne nous permet pas de les reproduire 
dans leur totalité. Nous donnons intégralement les courbes du premier 
jour de traitement et la valeur moyenne des courbes obtenues les 
jours suivants, respectivement pour le matin et pour le soir. 
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L’administration de chloramphénicol (courbe 4) fait apparaitre 
des concentrations sanguines trés élevées, comme Yon noté chez 
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Course 1. — Concentrations sunguines en Pénicilline 
apres administralion sous-cutanée. 
Les fléches représentent les injections et les chiffres en abscisse indiquent les 
heures aprés la précédente injecticn. 
Dose totale administrée & chaque souris : graphique supérieur, 10 000 U.1 /kg 


(infection 4 S. pyogenes); graphique inférieur, 30 000 U.1./kg (infection a 
D. pneumoniz). 


homme Welch [44] et Werner et coll. [42] et chez 1l’animal 
Gruhzit et coll. [43], Smith et coll. [414] et Glazko et coll. [45). 
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CourBe 2. — Concentrations sanguines en Streptomycine 


aprés administration sous-cu tanée. 


Les fléches représentent les injections et les chiffres en abscisse indiquent les 
heures apres la précédente injection. 


Dose totale administrée & chaque souris : 
(infection a KU. pneumoniz) ; 
D. pneumonie). 


graphique supérieur, 15 mg/kg 
graphique inférieur, 75 mg/kg (infection a 
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Mais ces auteurs décrivent tous une élimination moins rapide 


NEOMYCINE 
g/cm sERuM 
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Course 3. — Concentrations sanguines en Néomycine 
apres administration sous-cutanée. 


Les fléches représentent les injections et les chiffres en abscisse indiquent les 
heures aprés la précédente injection. 
Dose totale administrée a chaque souris, 50 mg/kg (infection 4 S. typhi). 
N. B. — Les courbes correspondant 4 une dose totale de 25 mg/kg (infection a 
Kl. yneumoniz) sont tout a fait semblables dans leur allure générale, les 
maximums étant deux a trois fois moins élevés. 


que celle que nous trouvons chez la souris. Il semble que cette 
remarque puisse s’appliquer 4 un degré plus ou moins élevé aux 
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6 antibiotiques dont nous relatons l’étude (Klein et coll. [20], 
Rake et Donovick (46)). 

L’administration de ces antibiotiques ne donne liew a aucun 
phénoméne d’accumulation significatif. 


CHLORAMPHENICOL 
LJ /cm3 sérum 
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Course 4. — Concentrations sanguines en Chloramphénicol 
apres administration par voie buccale. 


Les fléches représentent les gavages et les chiffres en abscisse indiquent les 
heures aprés le précédent gavage. 
Dose totale administrée a chaque souris, 750 mg/kg (infection a S. typhi). 


RAPPORT ENTRE EFFICACITE THERAPEUTIOUE, 
CONCENTRATION SANGUINE EN ANTIBIOTIQUE 
ET SENSIBILITE in vitro. 


Sédallian et ses coll. [47, 18] ont rapporté toute une série de 
traitements humains par la pénicilline ot la concordance entre 
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les trois facteurs : taux sanguins, sensibilité in vitro et efficacité, 
était tout a fait réguliére. Eagle et coll. [49] pensent qu'il faut 
réaliser dans le sérum des concentrations en pénicilline deux 
a cing fois plus élevées que ne l’est le taux de sensibilité in vitro, 
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Cours 5. — Concentrations sanguines en Auréomycine 


apres administration par voie buccale. 


Les fleches représentent les gavages et les chiffres en abscisse indiquent les 
heures aprés le précédent gavage. 

Dose totale administrée & chaque souris : graphique supérieur, 25 mg/kg 

(infection @ S. pyogenes); graphique inférieur, 375 mg/kg (infection a S. typhi) 


de fagon a obtenir celui-ci au lieu méme de J’infection. Klein 
et coll. [20] jugent au contraire que pour l’auréomycine, l’esti- 
mation actuelle du minimum de concentration active est trop 
élevée, 

D’autres auteurs ont insisté sur la valeur tout a fait relative 
des chiffres obtenus aussi bien pour les dosages des concentra- 
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tions sanguines que pour la détermination des taux de sensibilité 


in vitro (Martin et coll. [24], Molitor et Graessle [22]). Ces 
auteurs concluent que de tels dosages ne peuvent indiquer qu’un 
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Course 6. — Concentrations sanguines en Terramycine 


apres administration par voie buccale. 

Les fléches représentent les gavages et les chiffres en abscisse indiquent les 
heures aprés le précédent gavage. 
Dose totale administrée & chaque souris, 1 g/kg (infection & Kl. pneumoniz). 
N. B — Lorsqu’on administre & chaque souris 75 mg/kg de Terramycine en 

8 gavages (lot VI du traitement de l’infection a D. pneumoniz), le taux sanguin 
demeure inférieur a la sensibilité du titrage (4 ug/cm3). Administrée en quatre 
ou deux fois, les taux dans le sérum varient entre 1 et 3 ug/cm? pendant 
moins de deux heures. Avec la dose unique, le clocher atteint 4 ug/cm?). 


ordre de grandeur néanmoins précieux pour la conduite du trai- 


tement. 


En thérapeutique expérimentale, il faut tenir compte de deux 


facteurs supplémentaires : la sévérité des infections provoquées 
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et le fait que l’on ne recherche pas 100 p. 100 de survies. Enfin, 
dans l’évaluation des taux de concentration du sérum en anti- 
biotique, on ne tient pas compte du fait que ce dernier peut étre 
lié aux protéines sériques; la quantité ainsi « bloquée » peut 
atteindre, pour de fortes concentrations du sérum en antibio- 
tique, 60 p. 100 pour la pénicilline (Tompsett et coll. [23)) ; 
30 p. 100 pour la streptomycine (Boxer et coll. [24]) ; 70 p. 100 
pour l’auréomycine (Sirota et Saltzman [25]) et 60 p. 100 pour 
le chloramphénicol (Smith et coll. [44]). Les chiffres fournis par 
les titrages ne représentent done pas le taux d’antibiotique 
« libre » et actif au moment de la prise de sang, mais un taux 
voisin de la concentration « totale » du sérum. 

Compte tenu de ces observations, nous essaierons de tirer 
quelques conclusions de nos expériences, apres avoir donné les 
taux de sensibilité in vitro des 4 germes ayant servi a l’infection 
des souris dans les expériences précédemment décrites. 

Taux de sensibilité des germes « in vitro ». — Ces taux ont 
été établis au moyen de deux méthodes différentes ; d’une part, 
la méthode des dilutions: titrage en eau peptonée glucosée 
ajustée a pH 7,4-7,5 et additionnée de sérum de _ cheval 
(5 p. 100); dilution 4 10~* du germe ensemencé ; lecture aprés 
vingt-quatre heures de culture [4]. 

D’autre part, la méthode des disques sur plaque de gélose : 
disques préparés par l'Institut Pasteur ; la lecture des taux de 
sensibilité est faite par référence a l’inhibition provoquée sur un 
germe standard (Y. Chabbert). 

Plusieurs titrages ont été effectués pour chaque germe. Les 
concentrations inhibitrices par centimétre cube de milieu sont 
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les suivantes (en U.I. pour la pénicilline et en pg pour les 
autres antibiotiques). 

Les chiffres obtenus par les deux méthodes sont, dans 
lensemble, concordants ; de méme, les résultats thérapeutiques 
correspondent a ceux que laissent prévoir les taux de sensibilité 
in vitro. En ce qui concerne la pénicilline, S. pyogenes et D. pneu- 
monie se révélent trés sensibles a cet antibiotique in vitro, mais 
beaucoup moins in vivo ; mais nous devons tenir compte du fait 
que, dans nos expériences, les injections de pénicilline sont trés 
espacées : sa rapide élimination explique les mauvais résultats 
obtenus. 


Discussion. 


PENICILLINE. — Les taux inhibiteurs in vitro vis-a-vis de S. pyo- 
genes et D. pneumoniz sont inférieurs a la sensibilité des titrages 
de la concentration humorale. On peut cependant remarquer que 
les divers modes de posologie n’entrainent pas des variations du 
résultat thérapeutique correspondant aux écarts importants des 
maximums de concentration sanguine. 


SrrRepTomycine. — Les taux inhibiteurs in vitro de streptomy- 
cine sur D. pneumoniz ou Kl. pneumonix ne sont atteints dans 
les humeurs que pendant un laps de temps trés court, et seulement 
avec les plus fortes doses, seules efficaces. 


Néomycine. — [Le comportement de la néomycine est semblable 
a celui de la streptomycine en ce qui concerne le traitement de 
Vinfection a Kl. pneumonizx. Par contre, les concentrations san- 
guines obtenues dans le traitement de l’infection de la souris par 
S. typhi sont largement supérieures dans tous les cas au taux de 
sensibilité in vitro du germe et cependant les résultats thérapeu- 
tiques ne révélent pas une grande efficacité (3 survies sur 10 souris 
dans le cas le plus favorable). 


CHLORAMPHENICOL. — Bien que les grosses doses provoquent 
lapparition de concentrations sanguines élevées et maintenues 
longtemps au-dessus du taux bactériostatique in vitro sur S. typhi, 
elles sont moins efficaces que les petites doses répétées ; celles-ci 
assurent d’ailleurs une concentration humorale supérieure au taux 
inhibiteur in vitro pendant deux a quatre heures aprés chaque 
injection. 


Aurtomycine. — Les différences qui séparent les maximums de 
concentration en auréomycine dans le sang sont trop petites pour 
expliquer les différences des résultats thérapeuliques obtenus avec 
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les diverses posologies, surtout pour l’infection a S. pyogenes ; 
la plus grande efficacité des doses élevées est vraisemblablement 
due a la plus longue persistance dans l’organisme des doses 
actives, Les taux de sensibilité des germes in vitro a l’auréomy- 
cine sont sujets a de trés grandes variations, suivant le temps de 
séjour a l’étuve des tubes de titrage. Nos chiffres de lecture a la 
vingt-quatriéme heure dépassent les taux de concentration obtenus 
dans le sang, ce qui est en accord avec l’opinion de Klein (20) 
déja citée. 


Terramycine. — Elle est éliminée plus rapidement que l’auréo- 
mycine ; aussi l’administration en deux fois par jour se révéle- 
t-elle meilleure que la dose quotidienne unique. Seules les grosses 
doses provoquent l’apparition de concentrations humorales nette- 
ment supérieures aux taux de sensibilité in vitro de Kl. pneumoniz 
et D. pneumonix ; ce ne sont cependant pas les plus actives 
in vlwo. : 


CONCLUSIONS. 


1° Nous retrouvons expérimentalement les données générales 
établies en clinique en ce qui concerne la valeur des détermi- 
nations, faites au laboratoire, de la sensibilité des germes aux 
antibiotiques (Martin et coll. [24)). 

2° Les concentrations sanguines en antibiotique chez les souris 
traitées n’atteignent jamais des taux correspondant aux taux 
hactéricides in vitro. Cependant des clochers élevés de strepto- 
mycine et de néomycine coincident avec de bons résultats théra- 
peutiques, bien que |’élimination soit rapide. Au contraire, pour 
la pénicilline, la fréquence des injections est plus importante que 
leur nombre total et que la quantité totale injectée. Enfin, pour 
lauréomycine et la terramycine, il est nécessaire d’obtenir un taux 
de concentration sanguine a la fois élevé et soutenu grace a des 
doses suffisamment fortes, répétées pendant deux ou trois jours. 

Les traitements des souris infectées par S. typhi exigent une 
posologie étalée sur plusieurs jours. 

3° Les taux de concentration humorale en antibiotiques ne 
dépassent les taux inhibiteurs des germes in vitro que de facon 
presque toujours passagére (quelques heures), méme lorsque le 
taux de survie des animaux dépasse 50 p. 100. Il faut donc 
admettre que les chiffres exprimant le taux de sensibilité in vitro, 
apres culture de vingt-quatre heures, sont beaucoup trop élevés, 
ou bien qu’un contact intermittent du germe avec l’antibiotique, 
in vivo, est suffisant pour obtenir l’inhibition et permettre a la 
défense propre de l’organisme de jouer son role efficacement. 
La premiére hypothése est vraisemblable pour Yauréomycine et 
la terramycine ; la deuxiéme est d’application beaucoup plus 
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géncrale et s’est dvailleurs révélée exacte en ce qui concerne 
Paction de la pénicilline sur différents germes (Eagle (26]) et de 
la streptomycine sur M. tuberculosis (Et. Bernard et B. Kreis (27}). 


[24] 
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ALTERATIONS MORPHOLOGIQUES 
DU BACILLE TUBERCULEUX 
CONSECUTIVES A L’'ACTION DE DIVERS MEDICAMENTS. 
ETUDE AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE 


par O. RUZICZKA et E. ORTH. 


(Universitéts-Kinderklinik, Wien et Instilut fiir anorganische 
und analytische Chemie der Technischen Hochschule, Wien.) 


Depuis l’introduction des substances douées de propriétés 
antibioliques et chimiothérapeutiques dans le traitement moderne 
de la tuberculose, de nombreux chercheurs se sont attachés 
a l’étude du mode d'action de ces médicaments. Nous avons, 
4 notre tour, tenté d’élucider ce probléme et étudié les altéra- 
tions morphologiques que l’on peut observer au microscope 
électronique aprés Vaction de certains de ces médicaments. ‘Les 
premieres recherches ont été faites en 1947, avec la strepto- 
mycine. Des cultures de bacilles tuberculeux provenant de divers 
malades, et qui donnaient un bon développement sur le milieu 
a Voeuf de Hohn, ont été additionnées de solutions de strepto- 
mycine de concentrations croissantes. Au bout de huit jours, on 
préleve une partie de la culture avec une anse de platine, on 
’émulsionne en solution physiologique et on en prend des photo- 
graphies au microscope électronique. On constate alors que pour 
1 pg de streptomycine par centimétre cube les bacilles sont 
a peine modifiés ; pour 5 wg par centimetre cube la densité de 
leur structure interne n’est plus tout a fait uniforme et leur déli- 
mitation est irréguliére. Avec 10 we par cenlimétre cube, les alté- 
rations morphologiques sont encore plus nettes, le protoplasme 
et la paroi cellulaire sont presque détruits A certains endroits. 
Avec 100 et 1000 ug par centimétre cube, on n’observe plus que 
des débris de protoplasme sans aucune structure, mais l’aspect 
des zones plus denses aux extrémités des bacilles n’est presque 
pas modifié (Martischnig et Ruziczka [4)). 

Nous avons ensuite exécuté des recherches sur l’action de la 
44acétylamino-benzaldéhyde-thiosemicarbazone (Tbl, Conteben). 
On ensemence de fagon égale un milieu de Hohn avec des bacilles 
tuberculeux souche H 37 RV et on dépose le Tb1 au milieu de 
la surface ensemencée. Aprés sept jours d’étuve, succéde a la 
zone d’inhibition compléte du développement une zone transi- 
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toire présentant un début de culture, puis une culture normale. 
De cette zone transitoire on préléve des bacilles, on les émul- 
sionne en eau physiologique et on les examine. On constate alors 
des modifications particuliéres de leur forme : beaucoup d’entre 
eux sont extrémement petits et fins, étroits et longs ; d'autres, 
au contraire, larges et longs, ou bien en forme de massue. Le 
protoplasme reste homogéne, mais de nombreuses formations 
sphériques, denses, apparaissent dans les bactéries, en parti- 
culier 4 leurs extrémités (Ruziczka et Orth [2)). 

Dans le présent travail, nous avons étudié l’action de la 
streptomycine, de la néomycine et du para-aminosalicylate de 
phényle (FR7) sur les bacilles tuberculeux de la souche H 37 RV. 
La technique a été celle que nous venons de décrire pour le Tbl. 

Les jeunes bacilles d’une culture normale de six a neuf jours 
sont généralement des batonnets droits, homogénes, nettement 
délimités, quelquefois légérement coudés (pl. I, fig. 1). Chez un 
grand nombre d’entre eux on peut facilement reconnattre, a la 
partie externe, une zone bien délimitée, qui correspondrait a la 
capsule de cire. Les bacilles des cultures de quelques semaines 
a six mois n’ont plus une structure interne homogéne ; ils pré- 
sentent souvent des zones claires ou plus denses, ainsi que des 
formations ressemblant a des granulations (pl. I, fig. 2 et 3); la 
zone considérée comme correspondant a la coque de cire ne se 
voit plus aussi réguliérement que chez les jeunes bacilles. 

Lorsque la streptomycine a exercé son action pendant huit 
a neuf jours, on trouve, a cdté des bacilles d’aspect normal, des 
germes dont la structure interne est trés modifiée, et d’autres qui 
ressemblent aux bacilles des vieilles cultures. Beaucoup sont de 
taille normale, d’autres sont un peu plus larges et semblent 
soufflés. Chez beaucoup, la capsule externe est conservée (pl. I, 
fig. 4 et 5); chez d’autres, elle n’est plus visible (pl. I, fig. 6). 
Les figures 2 et 4 ont été choisies parce que la distance qui existe 
entre les impuretés et le protoplasme permet d’apprécier la lar- 
geur de la coque. 

Aprés une durée d'action égale de la néomycine, on trouve 
des germes d’aspect tout a fait normal, dont le protoplasme est 
& peine altéré, mais qui cependant ne présentent pas de 
capsule (pl. II, fig. 7), et d’autres dont la structure interne est 
modifiée comme dans le cas de la streptomycine. Quelques-uns 
ont encore une capsule externe bien visible (pl. II, fig. 8); chez 
d’autres, le protoplasme est moins nettement délimité, sans étre 
cependant entouré d’une capsule (pl. II, fig. 9). Sur les bacilles 
de la figure 8, A droite, on voit nettement, entourant le proto- 
plasme, la capsule, puis une zone complétement claire, d’environ 
3 a5 mm de large, qui s’est produite par rétraction. I] semble 
en étre de méme sur la figure 9, ou le protoplasme, mal délimité 
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et non entouré d’une capsule, s’est rétracté et s’est séparé des 
impuretés A la suite de la dessiccation. 

Les trois derniéres photographies ont été prises apres action 
du FR7. La figure 10 rappelle les altérations survenant dans les 
vieilles cultures normales, tandis que les figures 11 et 12 sont 
tout a fait différentes. La capsule externe est rectiligne et net- 
tement délimitée, d’épaisseur égale ; mais le protoplasme des 
cellules est tres modifié : il apparait presque homogéne, mais 
réparti cependant de facon trés irréguliére, la capsule externe 
semblant ainsi d’une largeur inégale. 

Avee tous les médicaments essayés nous avons trouvé des 
hacilles tuberculeux avec et sans capsule. Quand une capsule 
existe, elle ne semble pas étre influencée par le médicament. Des 
altérations morphologiques importantes ne se rencontrent que 
dans le protoplasme des bacilles. Ceci rappelle les résultats de 
Cooper et coll. [3], qui ont constaté que la pénicilline radioactive 
agissant sur une souche sensible de Staph. aureus ne peut étre 
mise en évidence que dans le cytoplasme des bactéries, et non 
dans la paroi cellulaire. 


RESUME. 


Dans les conditions ci-dessus décrites, lorsqu’on laisse agir la 
streptomycine et la néomycine pendant huit 4 neuf jours sur le 
bacille tuberculeux, on observe des altérations morphologiques 
qui ressemblent beaucoup a celles observées dans les cultures 
de un a six mois a la suite du simple vieillissement. On n’a pas 
pu mettre en évidence de différence marquée entre l’action des 
deux médicaments. En revanche, les modifications produites 
par l’action du FR7 sont d’une tout autre nature. Il en va de 
méme pour ce qui concerne la thiosemicarbazone. De ces alté- 
rations morphologiques diverses on peut conclure A un mode 
d'action différent des médicaments étudiés qui n’interviendraient 
pas dans la méme phase du métabolisme des bactéries. Si l’on 
emploie simultanément ces médicaments, on lésera les bacilles 
plus facilement et plus profondément que par l’usage d’un seul 
d’entre eux et on facilitera a l’organisme sa défense. Nous avons 
effectivement obtenu, en traitant des tuberculeux de cette facon, 
une meilleure action des médicaments et de meilleurs résultats : 


apparition de bacilles résistants a été retardée, dans quelques 
cas méme, empéchée. 
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RECHERCHES 
SUR LA NUTRITION DES DERMATOPHYTES 


Il. — ETUDE DES BESOINS VITAMINIQUES 


par E. DROUHET et F. MARIAT (’). 


(Institut Pasteur, 
Service de Mycologie et Physiologie végétale.) 


Les dermatophytes, champignons qui, dans leur vie parasi- 
taire, se développent sur la peau et ses annexes, peuvent étre 
cultivés sur des milieux complexes tels que les milieux de Sabou- 
raud. Ces derniers a base de peptone, de sucres bruts et de gélose 
contiennent de nombreux facteurs stimulant la croissance des 
microorganismes [4]. Ils servent 4 l’identification de ces champi- 
enons pathogénes en permettant d’observer la forme caracté- 
ristique des colonies et l’aspect microscopique des organes de 
reproduction : macroconidies (fuseaux), microconidies et orne- 
ments du périthéce (vrilles). Quelquefois, méme sur les milieux 
de Sabouraud, certains dermatophytes ne présentent pas les 
fructifications typiques. Dans un de ses importants ouvrages [2], 
Sabouraud faisait remarquer que « sur des milieux nutritifs 
mieux appropriés a leurs besoins, ces dermatophytes... fourni- 
raient des spores latérales formées sur des hyphes fertiles ». 
Langeron et Milochevitch [8] ont provoqué la formation des 
organes caractéristiques en cultivant ces champignons sur des 
milieux trés riches, a base de grains d’orge ou d’avoine, de 
crottin de cheval, de farine de blé, etc. Ces diverses observations 
donnérent A penser que le développement complet de ces champi- 
enons ne se faisait qu’en présence de certains métabolites : 
vitamines, acides aminés, etc. 

Ceci nous a conduits a entreprendre une série de travaux sur 
la nutrition des dermatophytes dans l’espoir de préciser 
1° leurs pouvoirs de synthése ; 2° l’action des métabolites essen- 
tiels sur leur croissance et leur morphogénése. 

Dans ce premier mémoire nous étudions les besoins en facteurs 
de croissance vilaminiques des diverses souches que nous possé- 
dions au laboratoire. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 décembre 1951. 
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Les premiers résultats signalés 4 ce propos sont ceux de 
Mosher et coll. [4] avec Trichophyton mentagrophytes (interdi- 
gitale). Ils furent suivis d’une étude détaillée de Schoplfer et 
Blumer [5, 6] sur les besoins en facteurs de croissance de Tricho- 
phyton album. Robbins et Ma [7] montrérent les déficiences d’un 
Trichophyton trés voisin, T. discoides. Divers auteurs (8,9, 40; 
44, 42] et, entre autres, A. de Aréa Leao et Cury [14] et tout 
derniérement L. Georg [418, 45, 46] ont poursuivi l’étude de la 
déficience vitaminique d’un certain nombre de dermatophytes et 
ont montré l’existence de besoins variables. 

Par ]’étude des besoins de souches jusqu’ici non étudiées de 
ce point de vue, nous avons voulu apporter un complément 
d'information nouveau. 


MatéERIEL ET METHODES. 


Soucnes ETupIEES. — 34 souches appartenant a 17 espéces ont 
été étudiées. Elles proviennent, soit de la collection du Service 
de Mycologie de l'Institut Pasteur, soit du Laboratoire du 
D* Rivalier (1) a V’Hopital Saint-Louis. Pour la dénomination 
des souches nous avons adopté la classification préconisée par’ 
Langeron [8| qui semble, plus que d'autres, tenir compte des 
caractéres botaniques. 


SOUCHF PROVENANCE 
4° Trichophyton acuminatum .... A Hépital Saint-Louis. 
2° Trichophyton acuminatum.... B Hopital Saint-Louis. 
3° Trichophyton concentricum. .. . Institut Pasteur. 
4° Trichophyton crateriforme .... A Hopital Saint-Louis. 
5° Trichophyton crateriforme .... B Institut Pasteur. 
6° Trichophyton ferrugineum .... A Hopital Saint-Louis. 
1° Trichophyton ferrugineum .... B Hopital Saint-Louis. 
8° Trichophyton rosaceum. .... . Hopital Saint-Louis. 
So richophytom Oru nin va tn A Institut Pasteur. 
10° Trichophyton rubrum. ...... B Hopital Saint-Louis. 
AACS nichophy sonore. 1 aera C H6pital Saint-Louis. 
l2cimchophyton gions seen D Hopital Saint-Louis. 
43° Trichophyton rubrum. ...... E Hopital Saint-Louis. 
14° Trichophyton sulfureum ..... Institut Pasteur. 
15° Trichophyton violaceum...... A Institut Pasteur. 
16° Trichophyton violaceum...... B Institut Pasteur. 
171° Trichophyton vielaceum...... C Hopital Saint-Louis. 
18° Trichophyton violaceum..... . D Hopital Saint-Louis. 
19° Trichophyton violaceum...... E R. Vanbreuseghem. 
20° Trichophyton glabrum...... Institut Pasteur. 
21° Trichophyton vinosum ...... Institut Pasteur. 
22° Ctenomyces mentagrophyles. . A Institut Pasteur. 
23° Clenomyces mentagrophyles ... RB Hopital Saint-Louis. 
24° Ctenomyces mentagrophytes. C Hépital Saint-Louis. 
25° Megalosporon schonleini . ... . A Hopital Saint-Louis. 
26° Megalosporon schénleini. .... . B Hopital Saint-Louis. 
21° Megalosporon schénleini. . ... . C Hépital Saint-Louis. 


(1) Nous remercions vivement M. le D™ Rivalier, chef de laboratoire 


a l’Hopital Saint-Louis, pour son extréme obligeance. 
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SOUCHE PROVENANCE 
28° Epidermophyton inguinale.... A Institut Pasteur. 
29° Epidermophyton inguinale.... B Hopital Saint-Louis. 
30° Sabouraudites audouini..... . ' Hopital Saint-Louis. 
Sie SCUOUTAUNA ICES CONIS ES enn se Hopital Saint-Louis. 
32° Sabouraudites felineum...... A Institut Pasteur. 
33° Sabouraudiles felineum. .... . B Hopital Saint-Louis. 
34° Sabouraudites gypseus ...... Hopital Saint-Louis. 


Nous n’avons pas inclus les Trichophyton du groupe faviforme ; 
ils ont fait l’objet de recherches détaillées, passées en revue et 
poursuivies par L. Georg [45, 16]. 


MiLieux DE CULTURE. — Dans une premiére étape, les cultures 
ont été effectuées sur un milieu solide a base de: 

S0,Mg 7H,0 oe atet is ie our ie) Motels sal ain nas™* (oitels vay Teun te ceiate 0,5 g. 

yA OK. COR ema me” napetisinieile oe) ie) Ken lees ganas Ant) g- 
Glucose purifié par le charbon activé....... 30 g. 
Soluttonydioligoélementss a> .-. 8 ns X gouttes 
Gelosoplaveemsn sic. ssi eat isi te we net © Neo pe 20 g. 
BOueDiGistillé em srw wrctomome teil nis oine aie Guicirs cs 1 000 g. 


A ce milieu s’ajoute une des sources d’azote suivantes, 
employées comparativement : nitrate d’ammonium, _ sulfate 
d’ammonium, asparagine, hydrolysat de caséine exempt de 
vitamines, mélange des acides aminés_ suivants: pt-alanine, 
p-alanine, L-arginine (base), acide pi-aspartique, L-cystéine (HCl), 
acide t-glutamique, glycocolle, t-histidine (HCl), pt-isoleucine, 
pi-leucine, t-lysine (2 HCl), pt-méthionine, pr-norleucine, pL-nor- 
valine, t-ornithine, pui-phénylalanine, pu-proline, pi-sérine, DL- 
thréonine, t-tryptophane, tyrosine, pi-valine. 

Chacun des milieux de base gélosés, contenant une des sources 
d’azote, a été additionné ou non du mélange des vitamines 
suivantes : thiamine (10—°) ; riboflavine (10—*) ; pyridoxine (10—*) ; 
vitamine B,, (10—*); acide nicotinique (10—*) ; pantothénate de 
calcium (10—*) ; acide para-aminobenzoique (10—*) ; acide folique 
(10—*), biotine (5.10—*) et inositol] (10—*). Les milieux obtenus 
étaient donc : 


4° Milieu de base. . + NO; NH, (0,05 p. 100). 
2° Milieu de base. . + NO; NH, (0,05 p. 100) + vitamines. 
3° Milieu de base. . + SO, (NH,)> (0,1 p. 100). 


4° Milieu de base. . + SO, (NH,) p. 100) + vitamines. 
5° Milieu de base. . + asparagine (0,1 p. 100). 
6° Milieu de base. . + asparagine (0,1 p. 100) + vitamines. 
7° Milieu de base. . + hydrolysat de caséine (0,2 p. 100). 
8° Milieu de base. . + hydrolysat de caséine (0,2 p. 100) + vita- 
mines. 
9° Milieu de base. . + Mélange d’acides aminés purs (0,04 p. 100 
pour chaque torme L et 0,02 p. 100 pour 
chaque forme DL). 
40° Milieu de base. . + Mélange d’acides aminés purs (0,01 p. 100 
pour chaque forme L et 0,02 p. 100 pour 
chaque forme DL) + vitamines. 


NS) 
_ 
So 
ea 
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Tous les dermatophytes expérimentés ont été ensemencés par 
de trés petits fragments prélevés de culture sur milieu de Sabou- 
raud; l’apport de facteurs de croissance par l’inoculum est 
pratiquement nul. Quelques champignons ont été comparativement 
mis en culture a l’aide de spores et de fragments (Trichophyton 
mentagrophytes, T. crateriforme, T. acuminatum). Les résultats ont 
été noltés aprés une incubation de dix jours (fig. 1) et d’un mois 
(résultats définitifs) & 25°, aprés deux repiquages successifs sur les 
mémes milieux. 

RESULTAT DES EXPERIENCES. 

Experience I, — Mise en évidence de déficiences vitaminiques 

en présence de diverses sources d’azote. 


Les résultats de cette expérience portant sur la croissance des 
champignons utilisés (résultats identiques pour toutes les souches 
d’une méme espéce) sont résumés dans le tableau I. 


Tasteau 1. — Culture de 17 dermatophytes sur un milieu dont la 
source d’azote varie, en présence ou en l’absence d’un mélange de 
vitamines (explications dans le texte). 


| Te a ee 
Plerissance pulle | itive” Sieve ge ieee 
eat Ct kes Sankt eee Seen 

A faible T.-H eo Cea are 

M bonne <n + S + 5 4 2 ee Cabia. 

7 fos ae 
Trichophyton acuminattum OF OF UO O O 40 @ CD @ 
T.crdteriforme Bi hie Batak a O 8 FO G@ 
T.sulfureum we eee tal oe ome | 
T. violaceum QO "G47 a ee 
T.glabrum SEY eel a ee O @ O G@ 
T.concentricum DOododooodst Bee ee 
T.rosaceum O ca 8 (2 Sse ee ee 
T.vinosum 0D OG 0 DO eines ss 6a 
T.ferrugineum el BR 1 a oe oe oe 
T. rubrum ED) es EZ BBE SB 
Megalosporon schenlein) O O OF OD ee ee oe 
Epiderm. inguinale ig Sd cs | oe ee 
Sabouraudites audouin O OF OF OF G = 8B 2 ae 
S.gypseus ZBoeeeEssa 
S. canis 2 EeEeEesB @ @ 
S.felineus aeEegse:s 
Ctenom. mentagrophytes Z 2ZAhi&BE B@ #@ 
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grou pe a: Cten. mentagrophytes 


Fic. 4. — Aspects des cultures de 4 dermatophytes 
appartenant a des groupes différents (explications dans le texte). 


2 


4, milieu a base de sulfate d’ammonium; 5, méme milieu que 4 + vitamines ; 
4, milieu & base d’hydrolysat de caséine; 3, méme milieu que 4 + vitamines; 


2, méme milieu que 3+ tryptophane et cystéine; 6, milieu 4 base d’aspa- 
ragine et de vilamines; 7, milieu 4 base d’acides aminés purs. 
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Il est possible, d’aprés ce tableau, de noter l’existence de 
quatre groupes principaux : 

a) Champignons ne se développant sur aucun des milieux en 
l’absence de vitamines, A savoir Trichophyton acuminatum, 
T. crateriforme, T. glabrum, T. sulfureum, T. violaceum et 
T. concentricum. L’addition de vitamines permet une tres 
bonne croissance et un aspect morphologique caractéristique des 
champignons sur les milieux contenant des acides aminés (hydro- 
lysat de caséine ou acides aminés purs) et une faible croissance 
sur les milieux A base d’asparagine ; on note seulement un déve- 
loppement en profondeur de quelques filaments, avec des chlamy- 
dospores et formes de souffrance, ou méme pas de développement 
en présence d’azote inorganique. 

b) Champignons non influencés par Jes vitamines, mais ne se 
développant qu’en présence d’acides aminés : Trichophyton rosa- 
ceum et T. vinosum. Nous étudions, par ailleurs, les besoins en 
acides aminés de ces champignons. 

c) Groupe comprenant des champignons (T. ‘ferrugineum, 
T. rubrum, M. schénleini, E. inguinale et S. audouini) non 
influencés par les vitamines et donnant une excellente croissance 
et une morphologie normale en présence d’asparagine. Ici encore 
Yazote inorganique ne permet pas de développement. 

d) Champignons non influencés par les vitamines (S. gypseus, 
S. felineus, C. mentagrophytes), donnant une trés bonne crois- 
sance et un tableau morphologique complet en présence d’azote 
organique et, en présence d’azote minéral, seulement une faible 
croissance, avec ou sans ébauche d’organes de fructifications. 
On observe dans ce dernier cas de nombreuses formes de souf- 
france telles que des chlamydospores intercalaires. 


ExprErieNcE II], — Détermination des besoins en facteurs de 
croissance vitaminiques des souches du groupe a. 


Des cultures des seuls champignons incapables de se déve- 
lopper en l’absence de vitamines sont effectuées sur un milieu 
a base d’hydrolysat de caséine exempt de vitamine, additionné 
de toutes les vitamines mentionnées plus haut, moins une. 

Dans ces conditions de culture, la croissance des champignons 
déficients en facteurs de croissance (T. acuminatum, T. crateri- 
forme, T. sulfureum, T. violaceum, T. glabrum, T. concentricum) 
ne peut avoir lieu qu’en présence de thiamine (tableau II). Cette 
vitamine se révéle donc étre leur seul facteur de croissance, 
c’est-a-dire qu’ils ont perdu le pouvoir d’en réaliser la synthése. 
Ces mémes organismes peuvent, en revanche, réaliser la synthése 
de la thiamine, a partir de l’un de ses constituants (pyrimidine 
ou thiazole), comme on peut le voir dans le tableau III. La 
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TasLeau II]. — Tableau résumant l'expérience destinée a préciser le 
facteur de croissance exigé par 6 Jrichophyton différents. Les cul- 
tures ont ete effectuées sur un milieu de base a l’hydrolysat de 
caséine et contenant toutes les vitamines moins une. 
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culture est alors effectuée sur un milieu contenant de l’hydrolysat 
de caséine et toutes les vitamines citées plus haut, a |’exclusion 
de la thiamine, et additionné soit de thiazole (méthyl-4 hydroxy- 
éthyl-5 thiazole a 1.10—*), soit de pyrimidine (méthyl-2 amino- 
méthyl-4 pyrimidine a 1.10—*), soit des deux réunis. On peut 
remarquer, dans le tableau, que les différents champignons 
étudiés, hormis T. concentricum, ont perdu le pouvoir de 
synthétiser la pyrimidine qu’ils exigent pour leur croissance. 
T. concentricum semble avoir perdu en partie le pouvoir de 
synthétiser le thiazole et ne donne qu’une faible croissance en 
absence de ce composé. 


Discussion. 


Sur les 34 souches de 17 espéces différentes de dermatophytes 
appartenant aux genres Trichophyton, Megalosporon, Sabou- 
raudites, Epidermophyton et Ctenomyces, seules les espéces du 
genre Trichophyton exigent des facteurs de croissance vitami- 
niques ; la perte du pouvoir de synthétiser une des fractions de 
la molécule de thiamine est mise en évidence. Schopfer et 
Blumer [6], au cours de leur étude sur Trichophyton album, 
ont montré que les besoins en vitamines de cet organisme sont 
modifiés, selon la qualité de l’azote utilisé. En conséquence, les 
différentes expériences destinées a mettre en évidence les défi- 
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Tasteau Ill. — Résultats de la culture de 6 Trichophyton demandant la 
thiamine comme facteur de croissance en présence ou en l’ab- 
sence de cette vitamine ou de ses constituants. La source d’azote, 
contenue dans le milieu de base, est ’hydrolysat de caséine. Les 
5 premiers 7richophyton n’exigent que la pyrimidine, 7. concentricum 
est nettement stimulé par le thiazole. 
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ciences vitaminiques des champignons étudiés dans ce mémoire 
sont réalisées sur des milieux de composition définie dont on 
fait varier la source d’azote. L’asparagine est rarement bien 
utilisée par les dermatophytes (tableau I) et ceci explique l’absence 
de développement des champignons déficients en vitamines, méme 
lorsque ces derniéres leur sont fournies. Pourtant diverses études 
sur les besoins en facteurs de croissance des champignons patho- 
genes et des dermatophytes en particulier ont été effectuées en 
utilisant Vasparagine comme seule source d’azote [10, 44]. Le 
fait qu’au cours de l'une de ces études [414], on n’ait pu mettre 
en évidence de déficiences vitaminiques pour des organismes 
comme T. violaceum et T. sulfureum entre autres, s’explique 
done par l’absence d’acides aminés dans le milieu. Ainsi s’explique 
également, dans ce cas, l’action stimulante de l’extrait de levure. 
Celui-ci apporte, en effet, A la fois azote aminé et la vitamine 
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demandée. Dans Vensemble, d’ailleurs, les dermatophytes que 
nous avons étudiés, qu’ils alent ou non besoin d’un facteur de 
croissance vitaminique, préférent une source d’azote organique 
ou, mieux, de l’azote aminé. ‘Les Trichophyton ayant perdu le 
pouvor de synthétiser la thiamine (ou l’un de ses constituants) 
ont done une double exigence: i] faut, pour avoir une bonne 
croissance, leur fournir le facteur de croissance et de l’azote 
amine. ; 

Cette conjonction nous a permis d’obtenir une morphologie 
complete, caractéristique chez la plupart des dermatophytes 
déficients. Sur les milieux classiques de Sabouraud, T. crateri- 
forme produit trés rarement des vrilles ou des macroconidies 
(fuseaux). Langeron [8] décrit pour la premiére fois des macro- 
conidies cylindriques obtenues en cultivant ce dermatophyte sur 
différents milieux naturels. Sur les milieux a base d’acides 
aminés et de pyrimidine, nous avons observé, en plus des hyphes 
sporiféres fertiles, l’apparition de macroconidies cylindriques 
semblables 4 celles vues par Langeron. On note un aspect macro- 
scopique typique en forme de cratére et la production d’un 
pigment jaune. 

Les observations faites avec T. sulfureum sont comparables 
a celles mentionnées pour T. crateriforme. Les macroconidies 
signalées comme rares sur les milieux classiques sont nombreuses 
sur nos milieux. On remarque également la formation d’un 
pigment jaune. 

Avec Trichophyton violaceum, nous obtenons les mémes résul- 
tats que L. Georg [48, 19], quant aux besoins vitaminiques. Les 
microconidies, rarement observées sur les milieux de Sabouraud, 
sont nombreuses sur nos milieux. Toutefois, nous n’avons pas 
constaté l’apparition des macroconidies que Georg a obtenues 
en présence de concentrations de thiamine plus fortes que celles 
que nous employons. Une souche pléomorphisée de ce champi- 
enon montre les mémes besoins en facteurs de croissance que !a 
forme normale, la vitesse de croissance étant plus lente pour 
celle-ci que pour celle-la. Sur un milieu a base d’hydrolysat de 
caséine et du mélange de vitamines, la suppression de l’acide 
para-aminobenzoique, de la biotine ou du pantothénate de calcium 
favorise la formation de secteurs pléomorphisés de la souche 
normale de T. violaceum. T. glabrum, considéré par Sabouraud 
comme une variété fixe non pigmentée de T. violaceum, présente 
les mémes besoins en pyrimidine que ce dernier ; ceci confirme 
les observations de Georg. 

T. concentricum fait preuve d’une trés faible croissance sur 
les milieux minéraux en l’absence de vitamines; sur les 
milieux a base d’azote aminé sans vitamine, la croissance est 
légérement supérieure ; elle est nettement stimulée par la fraction 
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thiazole de la thiamine. I] est probable qu’en présence d’azote 
aminé, ce facteur est partiellement synthétisé, mais en quantité 
insuffisante pour permettre la croissance abondante que l'on 
observe A la suite d’un apport exogéne de thiazole. Il est a 
remarquer que le nombre des champignons exigeant le thiazole 
comme seul facteur de croissance est probablement extrémement 
réduit, il n’en existe a notre connaissance qu’un seul, le Mucor 
ramannianus {47}. [La perte partielle du pouvoir de synthétiser le 
thiazole par T. concentricum était donc a souligner. La culture 
de T. concentricum sur milieu a base d’hydrolysat de caséine et 
de vitamines donne naissance 4 des colonies plus grandes, moins 
plissées et plus riches en spores que les colonies obtenues sur 
eélose de Sabouraud. 


RESUME. 


Les déficiences en facteurs de croissance vitaminiques de 
34 souches appartenant a 17 espéces différentes de dermatophytes 
ont été étudiées sur des milieux dont la source d’azote était soit 
inorganique (nitrate ou sulfate d’ammonium), soit- organique 
(asparagine, hydrolysat de caséine ou acides aminés purs). ‘Les 
souches incapables de se développer en l’absence de vitamines 
sont : Trichophyton acuminatum, T. crateriforme, T. sulfureum, 
T. violaceum et T. glabrum. Ces souches demandent, comme 
facteurs de croissance, la fraction pyrimidine de la thiamine. En 
présence de pyrimidine sur milieu a base d’acides aminés, ces 
souches montrent les organes caractéristiques de fructification. 
Trichophyton concentricum qui, sans vitamines en présence 
d’azote aminé, fait preuve d’une faible croissance, est stimulé par 
la fraction thiazole de la vitamine B,. 

L’azote organique, en particulier l’azote aminé, est nécessaire 
pour obtenir une bonne croissance des dermatophytes étudiés. 
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RECHERCHES 
SUR LA NUTRITION DES DERMATOPHYTES 


Il. — ACTION DES ACIDES AMINES SUR LA CROISSANCE 
ET LA MORPHOGENESE 


par E, DROUHET (*). 


(Institut Pasteur, Service de Mycologie et Physiologie végétale.) 


Dans le mémoire précédent [4] nous avons rapporté que, dans 
l’ensemble, les souches de dermatophytes demandent, pour donner 
une bonne croissance et une morphologie caractéristique, une 
source d’azote organique. Parmi eux, certains ne se développent 
qu’en présence d’hydrolysat de caséine ou d’un mélange d’acides 
aminés purs. 

Afin d’étudier et de préciser l’influence de chaque acide aminé 
sur la croissance et la morphogénése de ces dermatophytes, nous 
les avons cultivés sur un milieu synthétique dont la source d’azote 
était représentée par un seul acide aminé, 


MATERIEL ET METHODES. — Les souches utilisées ont la méme 
origine que celles mentionnées précédemment. Ce sont : 


Trichophyton rosaceum. 

Trichophyton rubrum, souche B. 
Trichophyton acuminatum, souche A. 
Trichophyton concentricum. 

Trichophyton crateriforme. 

Trichophyton sulfureum. 

Sabouraudites gypseus. 

Sabouraudiles audouini. 

Sabouraudites felineus, souche B. 
Clenomyces mentagrophyles, souches B et C. 
Epidermophyton inguinale, souche A. 
Megalosporon Schénleini, souches A et B. 


La composition du milieu de culture de base est la suivante : 


SO) Mowe Ome seecdin. utma coer ne, cnc es pees Oona 0,5 ¢ 
IOP AE GE eas a ne Cee ees ah fm Aidit oe 2 4,5 ¢ 
Glucose puritiyy ea mernrom tne tare ee 30 g 
Solutionsd olivoclémentS saa memen eee ne X gouttes. 
Géloselavée rn. sera eer ae ee 20 g 

Eau bidistillée, 9205 12.25) etc ee me ae 4 000 g 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 décembre 1951. 
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A ce milieu on ajoute un mélange de vitamines (thiamine 10-—* ; 
riboflavine 10—*; pyridoxine 10-*; vitamine B,, 10-°; acide 
nicotinique 10—*; pantothénmate de Ca 10-*; acide p.amino- 
benzoique 10—*; acide folique 10—*; biotine 5.10—°; inositol 
10—*) pour les champignons dont nous avons montré précédem- 
ment la déficience vitaminique, 4 savoir: T. acuminatum, T. cra- 
teriforme, T. sulfureum, T. concentricum. 

La source d’azote est un des acides aminés de la liste ci-aprés 
a la concentration de 0,5 g/] pour les formes 1 et 1 g/l pour les 
formes DL : 

pL~alanine ; f-alanine ; L-arginine (base) ; acide pi-aspartique ; 
t-cystéine (HCl); acide t-glutamique ; glycocolle ;_ 1-histidine 
(HCl) ; pvt-leucine; 1-lysine (2 HCl); pit-méthionine ;_ pr-nor- 
leucine ; pvi-norvaline ; 1-ornithine ; pvi-oxyproline ;_ p1i-phény]- 
alanine ; vt-proline ; pt-sérine ; vi-thréonine ;_ 1-tryptophane ; 
tyrosine ; pi-valine. 

Des cultures comparatives sont faites, utilisant comme sources 
d’azote : NO,NH,, 0,05 p. 100; SO,(NH,),, 0,1 p. 100; aspa- 
ragine, 0,1 p. 100; urée, 0,1 p. 100; hydrolysat de caséine, 
0,2 p. 100. 

Les dimensions des colonies sont mesurées aprés deux semaines, 
un mois et trois mois. Les résultats mentionnés dans les tableaux 
sont obtenus aprés le deuxiéme repiquage sur le méme milieu 
pour des cultures gardées un mois a |’étuve a 25°. Les observa- 
tions morphologiques sont faites aprés ce méme délai. 


RESULTATS DES EXPERIENCES. 


Sur les 12 espéces de dermatophytes expérimentés, seul Tri- 
chophyton rosaceum exige un acide aminé déterminé, l’histidine. 
En présence de lysine, il donne toutefois une faible croissance. 
On ne constate pas de développement de ce champignon si on 
le cultive en présence d’un acide aminé autre que Vhistidine ou 
la lysine, ou en présence d’un mélange d’acides aminés, dont on 
a exclu ces composés. Les autres sources d’azote organique ou 
minéral sont incapables de provoquer la croissance. 

Les dermatophytes autres que T. rosaceum ne demandent pas 
un acide aminé bien déterminé; suivant les souches, ils sont 
capables d’utiliser divers acides aminés. Dans l’ensemble, ces 
champignons utilisent les acides aminés dans |’ordre préférentiel 
suivant : arginine et proline (utilisés par tous les champignons) 
> acide glutamique > sérine > glycocolle > alanine > f-ala- 
nine, valine > leucine > phénylalanine > acide aspartique > 
tyrosine > histidine, isoleucine > thréonine > norleucine. 
L’ornithine, la norvaline, la méthionine et la lysine ne sont uti- 
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lisées que par peu de champignons qui, en leur présence, 
donnent une faible croissance. ‘La cystéine, le tryptophane et 
Yoxyproline ne sont utilisés par aucun champignon (voir 
tableau 1). x 

Les colonies de Sabouraudites gypseus cultivées sur milieu 
elucosé de Sabouraud présentent un aspect poudreux, d’abord 
blanc, puis devenant par la suite de couleur café au lait. Un 
duvet blanc secondaire se forme par endroits. Au microscope, 
l’aspect correspondant au caractére « poudreux » est donné par 
des macroconidies sous forme de fuseaux 4 nombreuses logettes, 
mycélium en raquettes, appareil conidien de type acladium avec 
des microconidies piriformes et des vrilles. On obtient cet aspect 
caractéristique lorsque l’on cultive Sabouraudites gypseus sur 
un milieu synthétique en présence d’un des acides aminés le 
mieux utilisés : arginine, glycocolle, phénylalanine, proline, 
sérine, tyrosine, valine. On peut noter, en plus, en présence de 
certains acides aminés comme lhistidine, l’acide glutamique, 
Palanine, la formation de nombreuses chlamydospores. Avec des 
acides aminés peu _ utilisés (méthionine, norleucine, thréonine, 
tryptophane) ou une source d’azote minéral, on constate un déve- 
loppement en profondeur, accompagné de la formation d’hyphes 
mycéliennes stériles et de chlamydospores intercalaires. On peut, 
par le tableau II, se faire une idée de la fréquence des divers 
éléments microscopiques en présence des divers acides aminés. 
L’aspect microscopique de S. felineus est caractérisé par un appa- 
reil conidien formé de nombreux fuseaux et de filaments fertiles 
du type aciadium. On note également la présence de chlamydo- 
spores. La couleur du pigment formé par ce champignon varie 
suivant l’acide aminé fourni par le milieu de culture (tableau IT). 

S. audouint se présente en culture sous forme de colonies 
recouvertes d’un duvet court et serré. La face inférieure de la 
colonie est légérement pigmentée lorsque la culture est faite en 
présence d’arginine, de glycocolle, de phénylalanine ou de tyro- 
sine. L’aspect microscopique est en général donné par un mycé- 
hum polymorphe avec des chlamydospores intercalaires ou ter- 
minales et des aleuries a pied court. En présence des acides 
aminés permettant une bonne croissance, ainsi que sur le milieu 
de Sabouraud, cette souche de S. audouini n’a donné que des 
ébauches de fuseaux. I] existe probablement un facteur indé- 
terminé capable d’amener la formation de fuseaux. 

Les autres champignons présentent un aspect morphologique 
caractéristique, partout oti on obtient une bonne croissance. Cet 
aspect est comparable 4 celui que l’on obtient avec l’hydrolysat 
de caséine et que nous avons mentionné au cours d’un précédent 
mémoire. La ot la croissance est faible, on n’observe que tar- 
divement de trés rares organes de fructification. 
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en présence de diverses sources d’azote. 


TaBLEAu 1. — Tableau résumant la croissance de 12 dermatophytes 
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T. sulfureum 


Sabouraudites gypseus 
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S.felineus 


Ctenomyces mentagrophytes 
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Tastrau Il. — Tableau résumant laction sur la croissance et 
la morphogénése de divers acides aminés et autres composes 
azotés. 


Croissance : 0 nulle, +: tras faible, + faible, ++ bonne; pigment: 0 absent, 
--trés peu, + peu, ++ abondant; macro-, microconidies, chlamydospores : 
0 absentes, --rares, + nombreuses, +-+ trés nombreuses. 
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Discussion. 


Nickerson et Williams {2{ remarquent, en 1947, le peu d’infor- 
mation existant sur les besoins azotés spécifiques des dermato- 
phytes. Une des premiéres études est celle de Mosher et coll. [8] 
sur Trichophyton mentagrophytes (interdigitale) ot il est montré 
que ce champignon exige de Jazote aminé. Schopfer et 
Blumer [4, 5] étudient pour la premiére fois la physiologie d’un 
dermatophyte, T. album, sur un milieu synthétique rigoureu- 
sement contrélé. Ils remarquent que la synthése de diverses vita- 
mines par ce champignon varie selon la source d’azote utilisée. 
Au cours de la méme année parait |’intéressante étude de Robbins 
et coll. [6] sur T. discoides et, ultérieurement, une autre sur 
T. mentagrophytes [7]. La forme normale conidienne de ce 
dernier dermatophyte n’utilise que l’azote organique, mais ne 
requiert pas spécifiquement un acide aminé. ‘La forme pléomor- 
phisée (mycélienne) peut, en revanche, utiliser ]’azote inorga- 
nique. 'L’étude de Robbins et coll. a été reprise et confirmée 
récemment par Me Veigh et Campbell [8] avec plusieurs souches 
de T. mentagrophytes. ‘Les acides aminés le mieux utilisés par 
ce champignon sont, d’aprés ces auteurs, l’acide glutamique > 
Varginine = la tyrosine > la leucine. La croissance obtenue en 
présence d’un seul acide aminé n’atteint pas celle que |’on obtient 
en présence d’un mélange d’acides aminés comme celui qui 
figure dans l’hydrolysat de caséine. Au cours d’un récent travail, 
Archibald et Reiss [9] montrent que la majorité des acides aminés 
peut étre utilisée par la plupart des dermatophytes qu’ils 
étudient (Microsporum audouini, M. lanosum, M. fulvum, Tri- 
chophyton purpureum, T. gypseus, Epidermophyton inguinale 
et Achorion Schénleini). Ces auteurs, qui ne donnent pas de 
détail sur l’aspect microscopique de leurs cultures, remarquent 
une croissance en profondeur inversement proportionnelle a luti- 
lisation de l’acide aminé. 

Nous avons vu que seul T. rosaceum exige un seul acide 
aminé, l’histidine, pour faire preuve d’une bonne croissance. C’est 
le second cas, 4 notre connaissance, ot un dermatophyte présente 
une exigence aussi déterminée ; le premier cas ayant été récem- 
ment décrit au cours de l’étude trés compléte de Georg [10]. 
Parmi les 11 souches de Trichophyton violaceum étudiées par 
Georg, une seule, qui se montre d’ailleurs morphologiquement 
distincte, exige un acide aminé déterminé, histidine. Il semble 
qu’on puisse rapprocher notre souche de celle de Georg; 
d’ailleurs l’aspect photographique de la souche de T. violaceum 
n° 865 de cet auteur ressemble beaucoup a celui de T. rosaceum. 

Nos résultats, quant 4 lutilisation des acides aminés par les 
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autres dermatophytes, peuvent, dans l’ensemble, étre rapprochés 
de ceux qui ont été obtenus avec des champignons tres différents, 
tels que Aspergillus niger [14] ou Saccharomyces [42]. L’utilisa- 
tion de chaque acide aminé varie suivant les espéces cultivées. 
Les acides aminés soufrés ne sont pas utilisés. I] en est de méme 
de l’oxyproline ; rappelons a ce sujet V’inhibition de la crois- 
sance de T. mentagrophytes que Robbins et coll. avaient 
constatée avec hydroxyproline, méme en présence d’une autre 
source d’azote. 

En conclusion, tandis que l’azote inorganique n’est pratique- 
ment pas utilisé par Trichophyton, Epidermophyton et seu- 
lement faiblement utilisé par Sabouraudites et Ctenomyces, cer- 
tains acides aminés constituent une bonne source d’azote per- 
mettant un développement caractéristique avec macro- et micro- 
conidies. I] suffit pour cela que le milieu synthétique de base 
convienne, c’est-a-dire, par exemple, qu’il contienne les vita- 
mines que certains dermatophytes sont incapables de synthétiser. 
Il est A remarquer qu’en présence d’un seul acid@é aminé, ces 
dermatophytes se développent plus lentement qu’en présence 
d’un mélange de ces composés, surtout sous la forme de l’hydro- 
lysat de caséine ; bien que purifié, ce dernier ne contient proba- 
blement pas que de ]’azote aminé. En présence d’un seul acide 
aminé, la période de latence est trés longue, elle est plus courte 
aprés un second repiquage sur un milieu identique ; il semble 
y avoir une adaptation de l’organisme 4A l’acide aminé fourni. 


RESUME. 


1° Sur les 12 espéces de dermatophytes expérimentés, seul 
T. rosaceum exige un acide aminé déterminé, l’histidine. En 
présence de lysine, il donne toutefois une faible croissance. 

2° Les champignons expérimentés, autres que T. rosaceum, 
nexigent pas un acide aminé déterminé. L’azote aminé leur 
permet de réaliser un développement caractéristique. Dans 
ensemble, ces champignons utilisent les acides aminés dans 
ordre préférentiel suivant : arginine et proline > acide gluta- 
mique > sérine > glycocolle > alanine > valine > leucine + 
phénylalanine > acide aspartique > tyrosine > histidine, iso- 
leucine > thréonine > norleucine. Les acides aminés soufrés et 
le tryptophane ne sont pratiquement pas utilisés. 

3° En présence d’un seul acide aminé, ces champignons se 
développent beaucoup plus lentement que lorsqu’un mélange de 
ces composés leur est fourni s 
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ACTIVITE PECTINOLYTIQUE 
DE QUELQUES BACTERIES ANAEROBIES 


par Rene SAISSAC, J. M. BRUGIERE et M. RAYNAUD. 


(Institut Pasteur [Annexe de Garches|. 
Service des Anaérobies.) 


ll semble bien que les agents naturels les plus fréquents du 
rouissage des végétaux soient des bactéries appartenant aux 
venres Plectridium et Clostridium. Ce fait explique l’intérét que 
yrésente Vétude de Vactivité pectinolytique des germes de ces 
groupes. Nous nous sommes proposé de rechercher ou de vérifier 
le pouvoir pectinolytique de quelques bactéries appartenant a des 
espéces antérieurement décrites. 

La liste des souches examinées est rapportée ci-dessous avec 
Vindication de leur origine. 


J 


— 


ate) 


Plectridium pectinovorum. ... .. N° 3723 Ne Gates 
Plectridium pectinovorum. .... . ede Weizmann et Hellinger [4]. 
Plectridium peclinovorum. .... . Ras C. 
Pleckridiutmpirenssm. (3 ace: ae C. A- 
OUSCOTAULUNITN. antes = ee ee TIR GerA. 
Cihvaurantibulyricuny 0-0) ole W45 Hellinger [E.] (2) 
CULGURA TU OU CUT CTL alee Hf 1 Hellinger (envoi personnel), - 
CLEOSPUTU ere. rte Sa) Gee A39X C. A. 
CUafelsinein =a ses , eee? hee 3220 NeCatac: 
CORSACCROTOOML TCU IT mementos 860 AG TSC: 

Cl. saccnarubutyricum. . .... sue GR4 C. A. 
CUSAalUrnerworum. sas ee ; C. A. 
Clracetubutylicuin=n.s 48) ae BY Weizmann [4 bis]. 
Clpbulynicuny see eae eee C8 CaA: 


N. G T. €., National Collection of Type Culture (London); A. T. C., American Type 
Culture Collection (Washington); C. A., Collection des anaérobies de |'Institut Pasteur. 


Deux souches ont été isolées par nous-mémes a partir de 
liquides de rouissage (ramie rouie 4 37°) sur le milieu suivant qui 
sest révélé trés utile, soit pour l’enrichissement, soit pour 
Visolement : 

Placer 500 g de pommes de terre coupées en morceaux dans 
1 000 cm*® d’eau ordinaire et porter a 1’ébullition pendant trente 
minutes. Au liquide décanté on ajoute 5 g d’extrait de levure 
Difco. Répartir et stériliser 4 115° trente minutes. Le pH varie 
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entre 6,9 et 7,2. Le méme milieu additionné de 10 g par litre 
de gélose et réparti en tubes de 8 mm permet |’isolement. 

Les milieux additionnés de peptone ou de viande sont trés 
défavorables a la culture de certaines bactéries anaérobies pecti- 
nolytiques, en particulier de Cl. aurantibutyricum et Cl. buty- 
ricum C 8. 

L’une des souches que nous avons isolées est un batonnet 
a spores terminales dont les caractéres correspondent a la des- 
cription classique de Pl. pectinovorum. La liquéfaction de la 
gélatine est tardive (vingt-cing jours). 

Le deuxiéme germe isolé est un batonnet Gram-positif, mobile, 
présentant des spores ovales subterminales, anaérobie strict, 
thermo-résistant (une minute a 100°), poussant bien entre 20° et 
37°. Il ne se développe pas sur milieux a base de viande ou de 
peptone. En milieu pomme de terre-levure, il provoque un déga- 
gement de gaz trés abondant ; dans ce méme milieu gélosé, les 
colonies sont lenticulaires et présentent a la longue (dix jours) 
une coloration brune légére. La gélatine n’est pas liquéfiée, le 
lait est coagulé lentement (dix jours). De nombreux glucides sont 
attaqués : glucose, lévulose, galactose, maltose, saccharose, lac- 
tose, mannitol, amidon. Sur bouillie de pomme de terre, il donne 
des gaz trés abondants et la pomme de terre est désintégrée 
presque entiérement. Il ne forme pas d’H,S ni d’indol. En milieu 
pomme de terre-levure glucosé a 10 1000, il forme de l’acide 


p- 
4 why 
7 avec des traces d'acétone 


P| 


butyrique et de l’acide acétique 


et pas d’acétylméthylcarbinol. 

Par ses caractéres fermentaires : formation d’acide butyrique 
et acétique, peu ou pas de solvants neutres, absence de pouvoir 
gélatinolytique, ce germe se rattache a Cl. butyricum dont il 
constitue une variété pectinolytique. 


TECHNIQUES. 


1° RecueRcHE DE LA PROTOPECTINASE. — On recherche le pouvoir 
du germe de désintégrer au cours de sa croissance un fragment 
de tissu végétal : carotte ou pomme de terre. 

Les résultats varient suivant la technique employée pour 
préparer les milieux. Si on prépare les fragments de tissu suivant 
la méthode habituellement utilisée pour les cultures sur pomme 
de terre solide, le développement en anaérobiose est parfois lent 
et les résultats de l’attaque irréguliers. Ainsi Hellinger [2] a noté 
que les fragments de carotte étaient désintégrés complétement 
par Cl. aurantibutyricum, alors que ceux de pomme de terre 
n’étaient que trés faiblement attaqués. Nous préférons la technique 
suivante : les fragments de tissus végétaux sont stérilisés par la 
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technique habituelle, en tubes 4 étranglement. On ajoute asepti- 
quement un volume de milieu nutritif (eau de pomme de terre- 
levure) suffisant pour recouvrir le fragment de tissu. On assure 
l’anaérobiose par addition d’un réducteur (réductose) et on ense- 
mence sans régénération. La culture anaérobie se fait ainsi a l’air 
libre, le développement en milieu liquide est trés abondant et 
l’attaque du tissu est bien visible ; elle se manifeste par une désin- 
tégration complete. 

De tous les germes étudiés, seul Cl. aurantibutyricum est 
capable de désintégrer les fragments de carotte et de pomme de 
terre, les premiers trés rapidement (quarante-huit heures), les 
seconds en trois 4 quatre jours. 


2° RecHERCHE DE LA PECTINESTERASE. — Nous avons appliqué 
aux suspensions bactériennes le test de diffusion mis au point 
par Reid [8] pour les pectinestérases solubles. 

On utilise une solution de pectine de citron (Pectine NF VII 
de la California Grows Exchange) 4 1 p. 100, ajustée a pH 6, 
et solidifiée par 1,5 p. 100 de gélose, colorée au rouge de méthyle 
(conc. finale 0,01 p. 100). On coule en boites de Petri sans pré- 
cautions spéciales de stérilité. Apres solidification, on creuse des 
cupules a l’emporte-piéce, comme pour Ja mesure de l’activité 
des antibiotiques ; a l’intérieur de la cupule on place une sus- 
pension dense en eau physiologique des germes préalablement 
lavés une fois 4 l’eau distillée. On effectue un essai-témoin (gélose 
colorée sans pectine). On place a l’étuve 4 37°, quatre a huit 
heures. ‘La présence de pectinestérase dans la suspension se 
manifeste par un halo rouge sur fond jaune. Le témoin sans 
pectine reste sans changement. 

L’emploi de ce test avec les suspensions bactériennes présente 
certains aléas : si la suspension n’est pas lavée, elle contient des 
substances acides qui provoquent le virage, méme dans les 
témoins ; d’oti la nécessité de toujours contréler cet effet non 
spécifique comme il a été indiqué. 

Nous avons obtenu un résultat positif avec Cl. aurantibuty- 
ricum W 45 et Hf 1 et Cl. butyricum C 8; Cl. corallinum a donné 
un résultat négatif. 

Ce test qualificatif peut rendre de grands services pour la 
recherche rapide de lactivité pectinestérasique lors des isole- 
ments de germes. 

Nous avons essayé d’utiliser le test indiqué par Reid [8] pour 
la polygalacturonidase en employant, comme substrat, de la 
pectine déméthylée. Nous n’avons pas obtenu de résultat positif 
avec les suspensions de Cl. aurantibutyricum pourtant pourvu 
d'une activité polygalacturonidasique importante. Les tests sur 
plaques de gélose avec des suspensions bactériennes ne peuvent 
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étre positifs que si l’enzyme diffuse facilement dans la gélose. 
Ils ne peuvent donc avoir d’intérét que lorsqu’ils sont positifs. 
Un résultat négatif ne permet pas d’affirmer l’absence de l’enzyme 
dans la suspension considérée. 


3° L’activiTi POLYGALACTURONIDASIQUE a été recherchée par la 
mesure de la chute de viscosité d’une solution de pectine haute- 
ment polymérisée sous l’influence d’une suspension bactérienne 
dense (8 mg d’azote bactérien au centimétre cube). On ajoute 
10 cm* de cette suspension 4a 50 cm* d’une solution de pectine 
a 1 p. 100 ajustée a4 pH 7. Les fioles sont placées dans un bain- 
marie 4 37°. Aprés six heures de contact, on élimine les corps 
microbiens par centrifugation et on mesure la viscosité du liquide 
obtenu au viscosimétre de Ostwald. 

Les germes suivants sont dépourvus d’activité : Cl. felsineum, 
Cl. corallinum, Cl. saturnirubrum, Cl. roseum, Cl. saccharo- 
butyricum GR 4, Pl. pectinovorum 3723, Pl. pectinovorum PJ. 

Cl. saccharobutyricum 860 et Pl. virens n’ont qu’une activité 
trés faible qui ne se manifeste qu’en vingt-quatre heures, tandis 
que Cl. aurantibutyricum, Pl. pectinovorum PC, Cl. butyricum C 8, 
Cl. acetobutylicum BY provoquent une baisse trés nette de la 
viscosité en six heures. 


Tasieau I. — Viscosité relative (=) a 20° de la solution de pectine 
70. 


avant et aprés action de divers germes anaérobies, 


Solution de pectine temoin. .........-...... 16 
CUMAUTARUDUYTICUIUIW orate. nT tarde Vee a) © (| leone A225 
Ciaurantiputynicumun tie. Sofa ake Bh 4 oye 5 0) eas 1,15 
1G St OOOH MONE. Sg 2 OBL ekle oat so ais G8 suo to alc 2,50 
Ok WHACK US <3 BA 6c SRE hind Sk reg aD IS, Hees 5 
(ls, GORD SOORTOA BNO Ba ooo. Goh 3) cide Ale 0 ao) ole AL 

4° RECHERCHE QUANTITATIVE DE L’ACTIVITE PECTINOLYTIQUE. — Le 


principe consiste a doser la pectine résiduelle dans une culture 
de trois a six jours en milieu nutritif additionné de pectine. On 
détermine, dans ces conditions, l’action des germes sur une 
pectine trés modifiée, car la stérilisation par la chaleur provoque 
une dépolymérisation importante. 

Nous avons employé le milieu eau de pomme de terre-extrait 
de levure auquel nous avons ajouté un volume égal de solution 
de pectine a4 2 p. 100 (pectine NF VII). Le milieu est ajusté a 
pH 7 et stérilisé a 115° trente minutes. Aprés stérilisation, on 
rajuste le pH a 7 et on ensemence. 

Le dosage de pectine est effectué par la méthode de Hinton [4]. 
Dans un certain nombre de cas, nous avons déterminé l’acidité 
totale et l’acidité volatile totale. L’augmentation de ces acidités 
ne constitue pas un indice de l’attaque des pectines sur un milieu 
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complexe, car elle peut étre élevée sans que celte attaque soit 
importante. 


TaBLEAu Il. — Pourcentage de pectine attaquée 
aprés six jours de culture 4 37°. 
NOMBRE 
MOYENNE de cultures 
effectuées 

Cltsporogenes:GOsetn -wrue) ce Went eet 0 3 
Clasaecharobulyricum GR.) . eels! - 0 3 

GIF roseumrASI Se Fes cc he kee of tere te 6,7 4 
Clapfelsineumunn Gime wena es eo Cee 5,8 5 
GINcOvalLinwUm. a. mn eet Li em ey ae 4 7 

GLE SOUL IU UDI cane rel ee oa ee mee 3 3 
IRE DECLINOUOLIUNTS Pul-aenes fot elect ten te ett ee emret 7 6 
Pie pechinovontin sil23\ar-y 2 Aenea enn 2052 ih 
Clesaccharobutyricum: 360... 2s = a ene te 43 4 
ClmacetooutylicunugBy .) aa) aaceae t-e ane tment 47 2 
RUSE ir ens Vs ONIe. CEs Porter cy temo 92 4 

(Blin NTATMIOOT ES Wiis Go, Ok a oo oh 8 6 ose 100 ‘ 

LP sof SIGE OKO MUD (ACS eh A bo SOMA SS Bs 100 
CUUEGUNANTLOILYTUCUTR NN 40, een any es ete 100 
Claaumantiowtynzcui tela rrne enr eeen 400 

5° ATTAQUE DU GALACTURONATE DE sopiuM. — I! était intéressant 


de voir si les germes pectinolytiques étaient capables d’utiliser 
Je galacturonate de sodium qui est l’élément fondamental de la 
molécule de pectine. Nous avons effectué cette recherche en 
cultivant Jes bactéries en eau peptonée additionnée de galacturo- 
nate. La solution de galacturonate de sodium est obtenue en neu- 
tralisant une solution A 2 p. 100 d’acide galacturonique, que l’on 
stérilise par filtration. On ajoute stérilement un volume de cette 
solution 4 un volume d’eau peptonée a 2 p. 100 stérilisée a l’auto- 
clave et de pH 7. On répartit en tubes de 5 cm® et on ajoute 
I goutte d’extrait de levure concentré. Aprés deux jours de culture 
a 37°, on mesure le pH et on dose l’acide galacturonique résiduel 
grace a son pouvoir réducteur par Ja méthode de Somogyi [5]. 


TABLEAU III. 


(4) (2) 
CLAGURAN MOU Cynic te eee ee ee 100 4,8 
COL MSOLIUTIN LUT UT ee ee 4 yk) 
CURCOTOLLUTT aaa ee ee 0 6,45 
CUPLOSCUINE nee ett e Se ee 0 6,40 
Clijfelsineune. iwels) .. 2 dbase) eee ae 0 6,60 
PU pectinovorum, 31238 2. 2°) 4 ieee 100 4,90 
Pl peelinoioniumsD Sila). «ce. yi ee ee 100 4,70 
Cl. saccharobutyricum 860... ....... 100 4,70 
Cl. saccharobutyricum GR4. ..,...... 54 5,50 
Gl. sporogenesh MIA atime at 5 One ee 0 6,40 


Colonne (1). Pourcentage d'acide galacturonique fermenté ; colonne (2), pH final. 
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CoNCLUSIONS. 


Les germes que nous avons étudiés peuvent se répartir en 
plusieurs groupes : 

1° Cl. aurantibutyricum a fourni des résultats positifs avec tous 
les tests utilisés. I] est facile de mettre en évidence, pour ce germe 
pourvu d’une activité pectinolytique intense, les différents enzymes 
suivants : protopectinase, pectinestérase, polygalacturonidase. 

2° Pl. pectinovorum PC, Cl. bulyricum C 8, Cl. acetobutyli- 
cum BY ont une activité marquée : en suspension, ils abaissent 
notablement la viscosité des solutions de pectine ; en culture, ils 
consomment en proportion élevée la pectine ajoutée au milieu. 

3° Pl. virens et Cl. saccharobutyricum 860 attaquent la pectine 
en culture, mais leurs suspensions n’ont qu'une activité trés faible 
sur cette derniére. 

Pour toutes ces bactéries, l’activité pectinolytique parait étre 
un caractére stable, car elle se maintient au cours des repiquages, 
souvent trés nombreux, subis par ces souches. 

4° Cl. roseum A39X, Cl. felsineum, Cl. corallinum, Cl. satur- 
nirubrum, Pl. pectinovorum PJ et 3723 n’ont aucune activité en 
suspension ; en culture, la baisse du taux de pectine est toujours 
faible (Pl. pectinovorum 3723) ou négligeable (inférieure a 
10 p. 100) pour les autres. Certaines de ces souches appartiennent 
pourtant 4 des espéces qui ont été décrites comme pectinolytiques. 
L’explication la plus probable des résultats négatifs que nous 
avons obtenus est que l’activité pectinolytique n’est pas un carac- 
tére stable de ces espéces. 

Par ailleurs, cette activité n’est pas limitée au groupe de 
Pl. pectinovorum ni a celui des bactéries anaérobies pigmentées. 
On trouve des souches pectinolytiques chez d’autres clostridies 
butyriques (Cl. acetobutylicum BY, Cl. butyricum C8) sans, 
cependant, que toutes les bactéries butyriques présentent cette 
propriété : Cl. saccharobutyricum GR 4 nous a donné des résultats 
négatifs. Il en est des enzymes pectinolytiques, chez les anaéro- 
bies, comme de beaucoup d'autres enzymes : on les trouve chez 
diverses espéces dont l’ensemble ne constitue pas un groupe 
naturel. 
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RECHERCHES SUR LA FLORE INTESTINALE ANAEROBIE 
DU NOURRISSON NORMAL 


par Monique DIGEON et M. RAYNAUD. 


(Institut Pasteur [Annexe de Garches]. Service des Anaérobies.) 


On sait l’importance altribuée, depuis les travaux de Tis- 
sier [4, 2], a la présence dans les selles du nourrisson normal 
d’un germe particulier, Bifidibacterium bifidum. ‘L’individualité 
de cette bactérie a été mise en doute par certains bactériologistes 
qui l’ont assimilée a Lactobacillus acidophilus. Du point de vue 
de la systématique il convient, avec A.-R. Prévot [8], de séparer 
sans ambiguité ces deux germes, Bif. bifidum ¢tant anaérobie 
strict, L. acidophilus aérobie facultatif. Nous nous sommes pro- 
posé de vérifier si Bif. bifidum se rencontre bien avec une fré- 
quence élevée dans les selles du nourrisson normal et de 
rechercher les autres bactéries anaérobies éventuellement pré- 
sentes. Comme matériel d’études, nous avons choisi les enfants 
de la créche de l’hépital Raymond-Poincaré, a Garches, pour des 
raisons de commodité. Cette créche a compté, au cours de 
Vannée ot! nous avons effectué cette recherche, 35 a 40 enfants 
agés de moins de 1 an. 

TECHNIQUE. 


Les selles ont été prélevées sur les langes, placées en boites 
de Petri stériles et transportées au laboratoire ot elles ont été 
mises en culture aussitdt. 

Les anaérobies ont été isolés en gélose profonde en tubes de 
8 mm de diamétre. Les milieux employés ont été le bouillon VF 
gélosé et le milieu de Blaurock [4}Boventer [5] gélosé. Ce der- 
nier est trés favorable au développement de Bif. bifidum et au 
maintien des formes bifides de ce germe. Voici sa composition : 

Foie de boeuf 500 g, eau 100 cm’. Faire bouillir deux heures. 
Filtrer. Ajouter au filtrat : peptone 10 g, NaCl 5 g, lactose 10 g, 
cystine 0,1 mg. Compléter a 1000 cm*. Ajuster le pH 4 7,4. 
Précipiter. Filtrer. Répartir. Stériliser. Nous avons remarqué, 
par la suite, que le développement de Bif. bifidum était plus 
rapide si le taux de cystine était porté a 10 mg par litre. 

Tomarelli, Norris et Gyérgy [6] ont préconisé l’addition de 
filtrat de lait coagulé a ce milieu. Nous avons pu constater que 
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addition de lait en faible proportion (1 p. 100) permettait une 
trés bonne culture de Bif. bifidum sur eau peptonée lactosée. 
Le miheu est facile a préparer : peptone (Uclaf) 50 g, lactose 
30 g, lait 10 cm’, eau q. s. p. 1 000 cm*. Ajuster le pH a 7,0-7,2. 
Précipiter 4 120° pendant vingt minutes. Filtrer. Répartir. 
Stériliser. 

Ce milieu permet l’entretien des souches de Bif. bifidum et 
fournit des cultures abondantes. I] est prudent de repiquer les 
souches tous les huit jours. La vitalité de ce germe sur les deux 
milieux que nous avons utilisés est en effet assez faible et nous 
n’avons pas observé de survie au dela de trois semaines a un 
mois. : 

TasLeAu I. — Proportions relatives du Aifldum 
_et des autres germes anaérobies dans les selles étudiées. 


é NOMBRE NOMBRE NOMBRE 
MODE D ALLAITEMENT de colonies | de colonies | de colonies 
repiquées anaérobies de bifidum 


NOMBRE 
de cas 


Artificiel (lait de vache). AS) 
c 16 
Id. 16 


Id. | 34 


Id. 48 

, Artificiel (lait sec). 23 
. .| Artificiel (lait de vache). 4h 
: Au sein. 25 
Td. A 

Id. 30 


CNHNrOWNG 


Les résultats du tableau I montrent la fréquence de Bif. 
bifidum dans les selles du nourrisson normal. Dans ce premier 
groupe nous l’avons trouvé huit fois sur dix. 

La proportion de Bif. bifidum par rapport aux autres anaéro- 
bies est beaucoup plus forte chez les enfants nourris au sein 
(cette proportion étant déterminée par le rapport nombre de 
colonies de bifidum/nombre de colonies d’autres anaérobies). 

On notera, par ailleurs, que les deux seuls cas oti le bifidum 
n’a pas été retrouvé concernent des enfants soumis 4 l'allai- 
tement artificiel. La nature des germes trouvés est indiquée au 
tableau II. 

La mise en évidence de Micrococcus niger est rapide sur 
sélose VIF. Les colonies lenticulaires pigmentées en noir se 
reconnaissent facilement. La pigmentation ne se manifeste que 
lors des deux premiers repiquages. A partir de la troisi¢éme 
eénération, les colonies sont blanches. Sur milieu de Blaurock, 
la pigmentation n’apparait pas, méme lors de la premiére 
culture, 
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TasLEau Il. 


NOMBRE DE CAS Anaéreobies Aérobies 


1... 2... ... .| Bifidibacterium bifidum. Entérocoques. 
Micrococcus niger. 
Ristella insolita. 
Eubacterium ventriosum. 


a .| Bifidibaclerium bifidum. | Colibacille. 
| Micrococcus niger. | Staphylocoque. 
| | Chromobacter. 
| 
3.......:...| Bifidibacterium bifidum. | Colibacille. 
Micrococcus niger. Proleus. 
Eubacterium biforme. Entérocoque. 
he Micrococcus niger. | Colibacille. 
Ristella perfoetens. _ Entérocoque. 
Bo... 2... ss s Bifidibacterium bifidum. _ Colibacille. 
| Mcrococcus niger. | Entérocoque. 
Eubacterium aerofaciens. | Flexner. 
Kistella insolita. | 
6 J.4. 2... = .| Bifdtbacterium bifidum. _ Colibacille. 
Eubacterium aerofaciens. | Entérocoque. 
Ristella insolita. 
ae Bifidibacterium bifidum. Colibacille. 
Micrococcus niger. _ Entérocoque. 
S ..........| Bifidibacterium bifidum. Colibacille. 
Micrococcus niger. | Proleus. 
| Eubaclerium aerofaciens. | 
Serle are ee a: | Bifidibacterium bifidum. Entérocoque. 
| Micrococcus niger. 
| Eubacterium parvum. 
Ristella insolita. 
| Ristella perfoelens. 
Paraplectrum malenominalum. 
LO es oes ee oye = al Mierococeussniger: | Colibacille. 
Ristella insolita. | Proteus. 
Acuformis dubitatus. | Entérocoque. 


Dans un deuxiéme groupe de 10 nourrissons, nous avons 
simplement recherché Bif. bifidum et Micrococcus niger. Nous 
avons retrouvé ces deux bactéries dans les dix selles examinées 
(2 nourrissons nourris au sein, 6 soumis a l’allaitement artificiel, 
2 a l’allaitement mixte). 

Sur 20 nourrissons, apparemment normaux, nous avons done 
retrouvé de fagon quasi constante (90 p. 100 des cas) Bif. 
bifidum. Ce résultat apporte une confirmation des données 
classiques sur la flore anaérobie du nourrisson normal. Certains 
autres résultats sont 4 souligner : 
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1° L’extréme fréquence de Micrococcus niger ; 

2° L’absence de germes anaérobies pathogénes ; 

5° L’absence de germes anaérobies protéolytiques (germe de 
Ja putréfaction) ; 

4° L’absence de Lactobacillus acidophilus. 

I] est difficile d’affirmer Vabsence complete de ces groupes. 
Ce que nous pouvons affirmer, c’est leur rareté certaine chez les 
enfants examinés, puisque nous n’en avons isolé aucun sur un 
total de 239 colonies repiquées (cas I & X du premier groupe). 

Le fréquence élevée de Micrococcus niger mérite une mention 
particuliére. Cet anaérobie a été signalé dans la vessie humaine 
et les organes génitaux de la femme, mais non dans le tube 
digestif du nourrisson. On retrouve la un fait analogue a celui 
qui avait été noté pour Bif. bifidum, qui fait partie de la flore 
vaginale normale et qui devient un héte prépondérant de |’intestin 
du nourrisson normal. 


Resume. 


L’étude de la flore anaérobie du nourrisson normal a confirmé 
la fréquence de Bif. bifidum et montré la présence presque aussi 
abondante de Micrococcus niger. On n’a pas trouvé d’anaérobie 
pathogéne ni d’anaérobie protéolytique. 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 3 Janvier 1952. 


Présidence de M. PrEvoT. 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. Lépine : J’ai l’honneur de présenter & la Société, au nom de 
notre collégue R. Buttiaux, l’ouvrage qu’il vient de publier sur L’ana- 
lyse bactériologique des eaurz de consommation (1). 

Ce livre, qui s’ajoute aux volumes déja existants de la collection de 
l'Institut Pasteur, vient & son heure. Il présente une revue générale des 
méthodes d’analyse bactériologique des eaux, concue dans un esprit 
essentiellement pratique. L’expérience personnelle de l’auteur sur un 
sujet auquel il a apporte d’importantes contributions lui a permis de 
présenter de facon claire, concise, mais jamais schématique, non seule- 
ment les techniques d’analyse mais encore celles de préparation des 
milieux et d’identification des germes. 

Les premiers chapitres de l’ouvrage indiquent les méthodes géné- 
rales de prélévement des eaux, de transport, de dilution des eaux A 
examiner, de méme que les principes de numération des germes. La 
colimétrie occupe, ainsi qu’il se doit, une part importante de l’ouvrage. 
L’auteur a judicieusement fait un choix parmi les méthodes proposées 
et indique la technique qu’il recommande (combinaison de celles de 
Kligler et de Vincent) et qui est un perfectionnement de la 1néthode 
dite standard. 

Les chapitres suivants traitent de la recherche et de la numération 
de Ventérocoque, de Cl. perfringens, des germes putrides, des bacté- 
riophages, etc. La recherche des germes pathogénes (Salmonella et 
Shigella, vibrion cholérique, leptospires, etc.) et des germes sapro- 
phytes occupe la deuxiéme partie de l’ouvrage. 

Le livre se termine par un schéma récapitulatif de l’analyse bacté- 
riologique compléte d’une eau de consommation qui reproduit sous 
forme d’un tableau illustré la marche A suivre dans l’opération, et par 


des modéles d’analyses bactériologiques qui serviront de guide dans la 
rédaction de rapports. 


(1) Collection. de l'Institut Pasteur, Editions Médicales Flammarion, 
22, rue de Vaugirard, Paris-6*, 1951, Préface de R. Dujarric de Ja Riviére, 
209 pages, prix : 1000 fr. 


» 
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Un tel ouvrage, qui manquait dans la littérature francaise, s’impo- 
sera a tous les laboratoires chargés des analyses bactériologiques des 
eaux. Comme le dit R. Dujarric de la Riviére dans la préface, « il figu- 
rera aussi avec honneur dans la bibliothéque de tous les hommes de 
science qu’intéresse un sujet dont on ne voit trop souvent que le cété 
pratique, mais qui peut étre l’occasion de recherches théoriques fort 
attachantes ». 

Une seule critique de forme 4 adresser A ce livre sympathique et, par 
ailleurs, si hautement recommandable : l’abus des mots anglo-saxons, 
explicable sans doute par un sujet fortement influencé par les techni- 
ques américaines, mais ot le linguiste reléve avec regret les mots de 
« sewage », « lactose broth », « agar », 1a ot les termes francais 
d’ « eau d’égout », « bouillon lactosé », « gélose » auraient la méme 
clarté. 


COMMUNICATIONS 


SUR LA NON-FIXATION DU CUIVRE MINERAL 
PAR LE VIRUS VACCINAL 


par P. LEPINE, G. WIELGOSZ et L. REINIE. 


Unstitut Pasteur : Service des Virus) 


Hoagland, Ward, Smadel et Rivers [4], appliquant les méthodes 
spectrographiques et chimiques, ont montré, en 1941, Ja présence de 
cuivre dans le virus vaccinal. Le taux de cuivre (0,05 p. 100) rencontré 
dans les corpuscules de virus vaccinal isolés de la peau du lapin [2] est 
significativement différent de celui trouvé (0,002 p. 100) dans la pulpe 
dermique ou les tissus normaux. I] augmente jusqu’a vingt-cinq fois 
avec la concentration du virus et varie parallélement avec le taux de 
celui-ci, alors que toutes traces d’autres métaux disparaissent au cours 
de la purification. Il y a lieu de penser avec Smadel et Hoagland [3] 
que le cuivre constitue ainsi un élément essentiel du virus vaccinal. 

Bien que l’hypothése n’ait pu étre l’objet de vérifications expérimen- 
tales, plusieurs auteurs ont déduit de ces faits que le cuivre intervien- 
drait comme facteur déterminant dans Ja virulence des corpuscules 
élémentaires. Que cette vue soit fondée ou non, la présence de cuivre 
en quantités significatives dans le virus vaccinal pourrait ouvrir la 
porte A une étude intéressante du métabolisme éventue! de ce virus 
par la recherche des substrats 4 partir desquels il assimilerait le métal 
et par la fagon dont ce dernier serait lié 4 la particule élémentaire. 

C’est la raison pour laquelle nous nous sommes proposé d’étudier la 
fixation du cuivre par le virus vaccinal, en lui fournissant du cuivre 
marqué dont il serait possible de suivre le destin selon les techniques 
d’étude des radio-isotopes. La méthode envisagée consistait a alimenter 
en cuivre le virus par l’introduction de 1’élément marqué dans des 
ceufs fécondés en incubation, inoculés avec le virus vaccinal. L’addi- 
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tion de cuivre devait étre faite au début de la période de développe- 
ment maximum du virus, ce dernier devant étre ensuite extrait selon 
les techniques classiques, afin d’étre soumis au compteur de Geiger- 
Muller, comparativement aux tissus de l’ceuf et de l’embryon afin de 
déterminer la répartition du cuivre et les quantités éventuellement 
fixées par le virus. 

Quatre séries de 15 ceufs en incubation ont été utilisées. 

La série n° 1 a recu par inoculation sur la membrane chorio-allan- 
toidienne au onziéme jour de l’incubation un virus de neurovaccine 
babitué a cultiver dans l’ceuf. Aprés quatre-vingts heures de développe- 
ment du virus, chaque ceuf a recu 50 wg de cuivre radioactif (1), sous la 
forme de sulfate dissous dans 0,5 ml d’eau physiologique ; dix heures 
aprés cette opération, les ceufs ont été sacrifiés et les corpuscules vacci- 
naux extraits suivant la méthode de Smadel et Wall [4]. 

La série n° 2 constitue le témoin de la série n° 1. Des ceufs de méme 
Age d’incubation, mais n’ayant pas été inoculés de vaccine, ont recu au 
méme moment que les précédents des quantités identiques de cuivre 
radioactif. L’extraction finale et la purification permettent dans ces 
conditions l’obtention de particules dites « corpuscules, normaux », 
c’est-a-dire des corpuscules de méme taille que le virus vaccinal, que 
Von rencontre normalement dans les membranes chorio-allantoi- 
diennes de l’ceuf en incubation et qui sont vraisemblablement des 
débris nucléaires sélectionnés par la centrifugation [5]. 

Les séries 3 et 4 ont été disposées de méme, ]’une sur des ceufs inocu- 
lés de vaccine, l’autre sur des ceufs témoins, mais ]’injection de cuivre 
a été exécutée dans les deux séries dix heures aprés l’inoculation de 
vaccine aux ceufs de la série n° 3, les ceufs étant eux-mémes ouverts 
et traités pour l’extraction des corpuscules vaccinaux ou normaux 
dix heures aprés l’injection du cuivre. 

Les moments choisis dans les deux groupes d’expériences, soit quatre- 
vingts heures (série 1) et dix heures (série 3) aprés l’infection par la 
vaccine, correspondent aux moments, déterminés par nos recherches 
antérieures [6], des maxima arithmétique et logarithmique de la crois- 
sance du virus vaccinal, moments ot l’on pouvait prévoir un taux 

naximum d’assimilation du cuivre par le virus en voie de multiplica- 
tion, si ce métal constitue bien un élément essentiel de sa composition. 

Le cuivre utilisé était l’isotope **Cu préparé a la pile atomique, dont 
Vactivité spécifique est de 3,2 mC et dont la période est de 12,8 heures. 

Les opérations d’extraction et de concentration du virus ont été 
conduites avec le maximum de célérité, de sorte que les mesures de 
radioactivité ont été effectuées neuf heures aprés l’ouverture des ceufs, 
soit vingt-six 4 vingt-sept heures aprés la réception du cuivre radio- 
actif. Les mesures ont été effectuées, grace A l’obligeance du D*® Cour- 
sager, au laboratoire des isotopes de ]’Hépital Necker. 

Résultats. — L’activité de nos échantillons exprimée en coups- 
minute (c/m) et rapportée 4 1 mg de matiére séche a été la suivante 
(toutes corrections comprises) : 


(1) Nous remercions M. le Prof. Terroine et le Commissariat 4 1]’Energie 
Atomique, d’avoir bien voulu mettre A notre disposition le cuivre radioactif 
préparé a la pile atomique de Chatillon. 
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Echantillon n° 1 : virus vaccinal extrait aprés quatre vingt-dix heu- 
res”: 0,72 e/m + 0,17. 

Echantillon n° 2 : corpuscules normaux (témoins de l’échantillon 
ney e062 ¢/m = 0,06. 


Echantillon n° 3 : virus vaccinal extrait aprés vingt heures : 
0,52 c/m + 0,18. 
Echantillon n° 4 + corpuscules normaux (témoins du n° 8) : 


1,48 c/m + 0,19. 

On voit que la quantité de cuivre contenue dans le virus est appa- 
remment supérieure 4 celle des milieux témoins. Néanmoins, la diffé- 
rence est faible, et vu la marge d’incertitude résultant des erreurs 
expérimentales aux différents stades du mode opératoire, on no peut 
pas conclure que la quantité de cuivre fixée par le virus différe spéci- 
fiquement de celle fixée par les témoins. 11 semble probable d’ailleurs, 
étant donné les taux fixés, qu’il s’agisse 14 d’une absorption du cuivre 
par les protéines [7], plut6t que d’une incorporation résultant d’un 
métabolisme actif. 

La seule conclusion qui se dégage de cet essai est que le virus vacci- 
nal s’est montré, dans nos expériences, incapable d’incorporer le cuivre 
qui lui était fourni sous forme de sulfate. 

Ce résultat n’infirme pas les conclusions de Hoagland et collabora- 
teurs, puisqu’il est possible, et méme hautement probable, que le pré- 
curseur du cuivre entrant dans le virus vaccinal est de nature orga- 
nique et non minérale. Le meilleur moyen d’en faire la démonstration 
au moyen du cuivre marqué serait de préparer des ceufs renfermant 
Gu Cuivre marqué sous forme organique, par exemple en nourrissant 
convenablement les poules pondeuses. Malheureusement, le seul isotope 
radioactif du cuivre actuellement utilisable est un isotope de période 
si courte (soit 12,8 heures), que, pratiquement, toute mesure précise 
devient impossible au dela de quarante-huit heures. En effet, l’aug- 
mentation des quantités du cuivre injecté dans les ceufs ou fourni sous 
une forme quelconque aux animaux d’expérience, pour obtenir des 
taux mesurables au dela de quarante-huit heures, conduirait 4 ]’utilisa- 
tion de quantités de cuivre absolument incompatibles avec les données 
d’un métabolisme normal. 

Conclusion. — Nous avons tenté de démontrer l’existence de quan- 
tités significatives de cuivre dans le virus vaccinal, et d’un métaho- 
lisme de ce métal par le virus, en essayant de fournir du sulfate de 
cuivre marqué a des ceufs en incubation, inoculés de virus vaccinal, el 
de mesurer, comparativement aux corpuscules « normaux », la radio- 
activité du virus vaccinal finalement obtenu aprés extraction. Cet essai 
est resté infructueux, le virus vaccinal s’étant montré incapable de 
métaboliser directement le cuivre qui lui est offert sous forme ie 
sulfate. 
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CONTRIBUTION 
A L'ETUDE DE LA PHYSIOLOGIE 
DES BACILLES ACIDO-ALCOOLO-RESISTANTS. 


IV. ADSORPTION ET REDUCTION DES COLORANTS 
VITAUX PAR LES MYCOBACTERIES. 


par J. PARAF, J. DESBORDES et Er. FOURNIER (’). 


(Hépital Bichai, Laboratoire de Recherches phlisiologiques. 
Service du D* Jean Paraf.) : 


On utilise couramment en technique bactériologique, certaines 
actions de colorants de la cellule vivante sur des germes acido-alcoolo- 
résistants. C’est ainsi que Dubos et Middlebrook [4] ont souligné une 
action des bacilles tuberculeux vis-a-vis d’une solution aqueuse de 
rouge neutre dans des conditions de pH étroites [6, 7]. Les germes viru- 
lents prennent, on le sait, une teinte rouge et ceux avirulents devien- 
nent jJaundtres ou restent normalement colorés en jaune plus ou moins 
pale. 

Bloch [2] propose la décoloration du bleu de méthyléne par les 
becilles comme test de non-virulence. 

Desbordes et Fournier [3] décrivent les réactions de plusieurs sou- 
ches de bacilles tuberculeux et paratuberculeux vis-a-vis Ge divers indi- 
cateurs colorés de rH, en particulier avec le bleu d’indophénol ou le 
bleu de méthyléne. Ils montrent que le pouvoir réducteur diminue 
avec la virulence : les souches virulentes ne sont pas réducirices, les 
souches avirulentes sont réductrices, la vitesse de réduction croissant 
avec l’altération de la virulence. Le bacille BCG forme la charniére de 
ces deux catégories. 

En ce qui concerne la réaction du rouge neutre 4 pH = 8,9, certains 
auteurs (Dubos, Suter [4] ou Asselineau et Lederer [5]) sembient avoir 
démontré Vimportance des groupes acides de certaines molécules du 
hacille de Koch qui fixeraient le rouge neutre sous sa forme anionique. 
\ucun autre germe en dehors des Mycobactéries n’a été jusqu’ici coloré 
par le rouge neutre (Hauduroy et coll. [6], Vialler et coll.). 

Vialler, Kalb et Tigaud [7] semblent méme apporter la preuve qu’au- 
cune action enzymatique n’intervient puisqu’ils précisent que les 
bacilles stérilisés 4 la chaleur, trente minutes & 120°, se colorent en 
rouge neutre a pH 8,9 comme les bacilles vivants. 


(*) Travail subventionné par l'Institut National d’Hygiéne. 
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é ll est vraisemblable d’admettre que de tels phénoménes d’absorption 
interviennent avec les autres colorants, et que les lipides (acides myco- 
liques) y jouent leur réle. Cependant, il nous semble dangereux de ne 
pas tenir compte de l’intensité des phénoménes enzymatiques dans 
explication de certaines réactions de coloration. En effet, nous avons 
étudié en détail le phénoméne de fixation et de décoloration d’une 
solution de bleu de méthyléne par une Mycobactérie facilement adaptée 
a ce genre de travail : le bacille de la fléole ; Mycobacterium phleii. 
(Un germe virulent tel que Mycobacterium tuberculosis ne décolorerait 
pas la solution, germe non réducteur.) Nous avons pu, de ce fait, 
assez facilement dissocier la réaction de réduction du phénoméne 
d’adsorption. 

Une émulsion du germe est préparée selon la technique classique du 
« resting bacteria » 4 raison de 0,10 g de bacille pour 3 cm®* de solu- 
tion physiologique, refroidie 4 0°, puis placée en tube de Thiinberg 
avec 1 cm* de solution 4 1/10 000 de bleu de méthyléne et 0,5 cm? de 
sclution’ tampon de phosphate de soude M/100 (pH = 6,65) dans le 
vide. 

Nous avons noté que méme sans tampon, le pH de la préparation 
reste fixe pendant plusieurs heures au voisinage de 6,3. 

Dans ces conditions, le bacille de la f{léole décolore la solution en trois 
minutes. Un bacille de Koch virulent ne décolore pas cette solution. 

On observe donc, pour le cas de la fléole, les phénoménes euivants : 

1° Un premier temps d’environ une minute est consacré aA une 
adsorption qui est suffisamment intense pour que les germes soient 
colorés en bleu foncé dans la solution bleue. Le bacille de la fléole aviru- 
lent, comme le bacille de Koch virulent, se colorent 4’ la méme vitesse. 

2° Un deuxiéme temps, d’une durée d’une minute et demie, consti- 
tue une période de latence ot l’on n’observe rien. 

3° Enfin, pendant une durée d’une minute environ, la solution se 
décolore, ainsi que les germes, mais beaucoup plus vite qu’eux. En une 
trentaine de secondes, le liquide est devenu incolore, alors que les 
germes sont encore neltement bleus. Il faut souvent attendre une 
minute et plus, pour voir le bleu de méthyléne adsorbé se décolorer. 

Bien entendu, on vérifie facilement qu’il s’est bien produit une 
réduction du colorant dissous et non une « refixation » secondaire de 
ce bleu, en ouvrant Je tube de Thiinberg et agitant légérement la solu- 
tion décantée. En deux ou trois secondes, la solution redevient bleue. 

Nous avons montré ailleurs [8] que la vitesse de réduction obéit aux 
lois principales de l’enzymologie : effet du pH, de la chaleur, des inhi- 
biteurs (pH optimum 6,5 4 6,8 ; température optimum 37° ; inhibition 
par l’alcool & 90, le phénol, l’ébullition, etc. En faisant la réserve 
que l’étude a porté sur des germes entiers, et non sur l’enzyme 
purifié.) 

Si l’on traite la suspension bacillaire & 100° pendant dix minutes (ou 
4 70° pendant deux heures), l’adsorption du colorant sur les germes 
s’observe, mais la seconde partie, la décoloration, ne se produit plus. 

Conclusions. — 1° Nos observations confirment donc bien, tout au 
moins dans nos circonstances expérimentales et pour le bacille de la 
fléole, la dualité du phénoméne. 

a) Adsorption du colorant par le bacille ; 
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b) Réduction de celui-ci par les corps bacillaires, dans le cas des 
germes paratuberculeux et de certains bacilles tuberculeux avirulents. 

2° Elles montrent que des substances réductrices diffusent rapide- 
ment dans une suspension contenant des germes réducteurs (tubercu- 
leux avirulents et paratuberculeux), mais que le phénoméne de réduc- 
tion observé satisfait en gros aux normes générales des réactions enzy- 
matiques. 

3° A Vopposé, la constance du pH des solutions sans tampon montre 
que ces bacilles ne libérent ni bases, ni acides solubles, tout au moins 
dans le cas des germes que nous avons utilisés. 
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“INFECTIONS A SALMOWELLA STANLEY 
CHEZ LHOMME ET LES COBAYES 


par L. LE MINOR et R. SEYS. 


Instituts Pasteur Paris [centre des « Salmonella »] et Saigon.) 


Divers auteurs ont rapporté des épidémies dues aux Salmonelles chez 
les petits animaux de laboratoire. Il est particuli¢rement fréquent 
d’isoler dans de tels cas S. typhi murium et S. enteritidis. D’autres 
espéces telles que S. cholerae suis, S. thompson, S. potsdam, S. vir- 
chow, S. anatum (que Raynal a isolées de rats & Shanghai) peuvent 
parfois étre trouvées. Nous rapportons ici une infection spontanée du 
cobaye par S. stanley. Cette espéce n’ayant jusqu’d présent été isolée 
que de l’homme, nous pensons utile de signaler sa présence éventuelle 
chez le cobaye. 

En mai dernier, des cobayes inoculés six mois auparavant par voie 
intrapéritonéale par du BCG sont morts sans raison apparente. Ces 
cobayes étaient examinés chaque jour et pesés chaque semaine. Tous 
étaient en bonne santé apparente ; leurs courbes de poids étaient régu- 
liérement ascendantes. Un matin, 5 cobayes d’une cage commune 
sont trouvés morts. L’autopsie ne montre rien d’anormal, mais la cul- 
ture du sang du cceur est positive: chez 2 d’entre eux, nous avons 
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isolé Escherichia coli, mais chez les 3 autres, un germe du groupe 
ces Salmonelles, ayant les caractéres biochimiques suivants : 


Lactose, saccharose et glycérine (Stern). .... . 0 
Maltose, glycose, mannite, xylose et arabinose . Races 
WAIMLOUTNESOLG 6 Ea eA fo ete ee Lee 0 
ROQUCEMeULOm Ar. went iste esr LmeTE eee. Réduit. 
d-tartratende Sodium uctan Gaeions aeeey see + 
Gitratev(milieu deySimmeons)—s <) a0). oo). ee + 
WIS a Aa Ve, Gh) On Ge na bor aaa ae 0 
roa MANS yen SL cP een: herrea mee she) ea, 0 
Acétyl-meéethyl-carbinoly . pce «2 iene) oF. - 0 
ROUCC deeMicth Vl tw, Aubacdoeey so ae Oconee + + 
HOLMOtiOn edd Ou cack oie eel Ley eas) caches tec + 


Les caractéres sérologiques sont : 
1° Agglutination qualitative sur lame, pratiquée avec les sérums 
polyvalents de l'Institut Pasteur de Paris : 


See Pincay Se boy ieyeg a Petyea sie uments seen bay y Sees + 
Dore: Lec. AE) POM pO te yee ME Gud Mee LOSI ae — 
INA, eA Gee en eee ome S hea ae Pie Pe acme re Négatifs. 


2° Agglutination en présence des sérums spécifiques : positive avec 
les sérums anti-IV, V et d. La phase 2 (1,2) fut trouvée aprés culture 
du germe sur gélose de Sven Gard additionnée de sérum anti-d. 

Pouvoir pathogéne pour le cobaye. — 1° Voies sous-cutanée et intra- 
musculaire : aprés inoculation de 2 cm® de culture de dix-huit heures 
en bouillon a 2 cobayes, on note la formation d’un abcés local qui se 
fistulise en dix jours. Avant fistulisation, une ponction a montré un 
pus jaunatre, mal lié. La culture de ce pus donne a |’état pur la méme 
Salmonelle. L’état général des animaux reste excellent : ils sont d’ail- 
leurs encore vivants trente jours plus tard. 

2° Voie intrapéritonéale : aprés inoculation de 1 cm* de culture de 
dix-huit heures en bouillon, les animaux sont encore vivants au qua- 
rente-cinquiéme jour, l’hémoculture est négative, mais le séro-dia- 
enostic pratiqué le dixiéme jour donne : 

Pour 3 cobayes : S. stanley 1/800. 

Pour 2 cobayes : S. stanley 1/1 600. 

8° Voie buccale : chaque jour, 10 cm® de culture de dix-huit heures 
en bouillon sont mélangés a la nourriture solide (paddy germé) qu’ab- 
sorbent les animaux. 2 cobayes meurent rapidement d’infection inter- 
currente, leur autopsie est négative. 2 autres cobayes donnent des 
signes analogues a ceux inoculés par voie péritonéale : hémoculture 
négative, séro-diagnostic du dixiéme jour positif 4 1/400 pour S. stan- 
ley. Mais une coproculture systématiquement pratiquée est positive a 
partir du cinquiéme jour pour S. stanley. L’un de ces cobayes meurt 
en vingt et un jours : son autopsie ne montre rien d’anormal. Le der- 
nier meurt en un mois, avec un abcés du foie du volume d’un petit 
pois, contenant un pus épais, ayant la consistance du platre fraiche- 
ment gaché, mais de couleur jaunatre. L’hémoculture donne un germe 
du groupe Paracolobactrum. Par contre, la culture de l’abcés du foie 
denne Salmonella stanley a l’état pur. 
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Pouvoir pathogéne pour la souris. — 1° Voie intrapéritonéale : 3 sou- 
ris sur 3 meurent en huit jours : leur autopsie ne montre rien d’anor- 
mal. 

2° Voie buccale : 3 souris sur 3 encore vivantes trente jours plus 
tard. 

En somme, le pouvoir pathogéne expérimental de ce germe se raméne 
\ceci : S. stanley est expérimentalement capable de déterminer chez ie 
cobaye un abcés cutané local lors des injections par voie sous-cutanée 
ou intramusculaire, ou dans certains cas un abcés du foie lors de 
l'absorption par voie buccale. Les animaux ne font pas de fiévre et ne 
subissent aucune perte de poids. L’hémoculture est constamment néga- 
tive ; par contre, le séro-diagnostic devient positif pour S. stanley vers 
le dixitme ou le douziéme jour. La voie buccale détermine, de plus, 
une élimination du germe par voie fécale, et la coproculture est posi- 
tive. Chez la souris, on ne note aucune action nette. 

Les précautions habituelles 4 toute épizootie ont été prises aussitdt 
pour protéger le reste de nos cobayes et éviter la propagation de 
Vinfection : désinfection de la cage au crésyl, puis a la flamme. Les 
cobayes ayant été en contact avec les sujets malades furent isolés. Les 
séro-diagnostics, pratiqués chez ces derniers un mois aprés, donnérent 
un résultat négatif, non seulement pour les germes T, A, B, C, mais 
également pour Salmonelia stanley. 

Il ne nous a pas été possible de retrouver l’origine de cette infection. 
L’origine alimentaire (feuilles de patate douce et paddy germé) est 
possible, mais tous nos animaux recoivent la méme alimentation et 
aucun autre cas d’infection ne s’est présenté, ni a la méme époque, 
ni depuis. Par ailleurs, chez ces cobayes inoculés par du BCG depuis 
six mois, on ne peut incriminer un fléchissement passager de leurs 
défenses, qui serait di 4 l’inoculation expérimeniale. 

L’individualité du type Stanley a été établie en 1920 par Schutze. 
Les souches étudiées provenaient d’intoxication alimentaire. D’autres 
souches furent étudiées par Savage et White (1925), White (1926), toutes 
C@’origine humaine. Kauffmann, en 1930, décrit 22 cas de gastro- 
entérites humaines d’oti il isola cette Salmonelle. Hales, en 1934, rap- 
porta une observation de gastro-entérite due a S. stanley. En 1985, de 
Moor en signale 2 cas 4 Java. En 1938, Tesdal décrit 4 souches de Stan- 
ley d’origine inconnue, en étudiant des germes étiquetés paratyphi- 
ques B. En 1938, Ernst et Kauffmann signalent une entérite & S. stan- 
ley, dont Je séro-diagnostic ¢tait positif au 1/200 antigéne IV-V et au 
1/12 800 antigéne d. 

Tulloch, en 1939, décrit deux gastro-entérites aigués causées par 
S. stanley. En 1940, Hohn et Hermann rapportent une infection sévére 
due a S. stanley chez un enfant agé de 4 mois qui élimina les germes 
par les selles durant cing mois. Dans leur revue publiée en 1943, sur les 
types de Salmonella isolés en Australie, Atkinson et Woodroofe signalent 
i Salmonella stanley isolée d’un empoisonnement alimentaire. Dans 
un nouvel article publié en collaboration avec Macbeth, en 1947, ils 
signalent 2 souches de S. stanley provenant l’une de selles d’enfant 
atteint de gastro-entérite, ]’autre d’un porteur sain. Seligman, Saphra 
et Wassermann, en 1944, ont isolé chez une personne bien portante 
1 S. stanley (dans leur article de 1946, portant sur 2916 Salmonella 
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identifiées dans leur laboratoire, cette souche de S. stanley reste uni- 
que). Edwards, Bruner et Moran (1948) n’ont trouvé, sur 12 331 Salmo- 
nelles étudiées, réparties en 111 types, que 3 S. stanley isolées par 
coproculture de gastro-entérites. En 1950, dans leur étude sur les Sal- 
monelles isolées d’enfants et d’animaux domestiques, Watt et de 
Capito ne citent, sur 387 Salmonelles isolées, qu’une seule S. stanley 
provenant d’un enfant bien portant. Topley et Wilson signalent la pré- 
sence de S. stanley dans des ceufs en poudre importés d’Amérique en 
Angleterre. Dans le rapport publié par le Public Health Laboratory 
Service, relatif aux Salmonelles isolées en Grande-Bretagne, Cokburn 
signale 3 S. stanley isolées de 1923 A 1929, 1 en 1941, 4 en 1948 et 8 en 
1949. Enfin, Schmid isola, en 1950, 2 souches de S. stanley par copro- 
culture 4 Ceylan. Ces derniéres sont signalées par Moritsch comme 
fermentant rapidement le Il-tartrate de sodium, contrairement aux 
S. stanley habituelles. 

L’un de nous a étudié une S. stanley isolée par coproculture 4 Hanoi 
(D? Kirche) et 3 autres provenant de Lyon, adressées pour lysotypie au 
service du bactériophage de 1’Institut Pasteur (D™ Nicolle), sous l’éti- 
quette de S. typhi. Toutes 3 furent isolées d’hémoculture. Voici les 
renseignements que nous avons pu obtenir pour 2 d’entre elles : 


M. S..., 17 ans. Entre a Vhopital le 25 aott 1949, au cinquiéme jour 
dune fiévre en plateau a 40°. Syndrome typhoidique sévére, somnolence, 
météorisme abdominal, splénomégalie. Pas de taches rosées ni d’ulcé- 
ration pharyngée. Traitement par la chloromycétine. Aprés la dose de 
charge (83 ¢+3 2), aggravation du délire. Ascension thermique a 41°. 
Pas de collapsus. Traitement poursuivi pendant quatre jours & la dose 
quotidienne de 3 g. Apyrexie au cinquiéme jour du traitement, sans phase 
hypothermique. Rechute au neuviéme jour de l’apyrexie avec, de nouveau, 
syndrome typhoidique dont le seul élément de sévérité est la température 
4 40°95. Le traitement par la chloromycétine est repris 4 la dose de 
charge 3 ¢ +3 g@ (suivie d’une ascension thermique 4 41°), puis doses 
dégressives pendant dix jours. L’apyrexie est obtenue le quatriéme jour 
du traitement aprés une courte phase hypothermique. Guérison durable. 
L’hémoculture fut positive A S. stanley a Yentrée et lors de la rechule. 
Les séro-diagnostics furent positifs au TH au 1/400 4 l’entrée et lors de Ja 
rechute. 


Enfant D..., 4 ans. Entre a Vhopital le 26 septembre 1949, au quatrieme 
jour dun syndrome typhoidique de gravité moyenne. Température a 39°. 
Pas de splénomégalie. Pas de taches rosées. L’enfant a eu une épistaxis 
avant Tentrée. Pas de tuphos. Traitement par la chloromycétine : la dose 
de charge est suivie d'une ascension thermique a 40°5. Cette thérapeutique 
esl poursuivie pendant neuf jours a doses dégressives. L’enfant est apyré- 
lique le quatriéme jour du traitement. Il fait une rechute le onziéme jour. 
La chloromycétine est administrée A nouveau pendant douze jours et 
ameéne la guérison. L’hémoculture fut positive 4 S. stanley a Ventrée, le 
séro-diagnostic positif au TH au 1/100, le 26 septembre 1949, et au 1/409 
le 13 octobre 1949. ; 

Bien que S. stanley n’ait pas été isolée chez la mere de cet enfant, il 
fut. vraisemblablement V’agent causal de la maladie qu’elle fit au méme 
moment : Mme D..., 27 ans, entre avec son enfant a Phopital le 26 sep- 
tembre 1949. Elle présente un syndrome typhoidique bénin _(88°8). Spléno- 
mégalie, quelques taches rosées, aucun trouble de la conscience. La dose 
de charge de chloromycétine (3 g¢ +3 g) amena une ascension thermique 
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i 39°98 sans collapsus. Cette thérapeutique fut poursuivie pendant onze 
jours a doses dégressives. L’apyrexie fut obtenue le septiéme jour. Le 
seiziéme jour, il apparut une myosite du sterno-cléido-mastoidien, avec 
ascension thermique A 38°5 pendant trois jours. Le traitement par la 
chloromycétine fut repris et amena la guérison. L’hémoculture fut négative 
X Ventrée et au moment de la recrudescence thermique. Les séro- 
diagnostics donnérent les résultats suivants avec la suspension TH : 


26 septembresi949 cy. satus jes) vost Ret he eaeare 4/50 
eo AVE) 5 6G Bd BES we epee ett Salhi peer 4/400 
ES (OO 801 Fa) LIV Bey See ees ati dh ONE lgt) Glrg 6s fom 6 oe 4/4 600 


ll est regrettable que dans tous ces cas, des coprocultures n’aient pas 
été pratiquées. L’origine de ces infections n’a pas pu étre déterminée. 


En définitive, nous voyons que S. stanley posséde un pouvoir patho- 
géne variable, tant chez l’>homme que chez l’animal. Cette Salmonelle 
fut trouvée aussi bien chez des porteurs sains que dans des cas d’enté- 
rite banale et dans des syndromes typhoidiques graves. On peut, dans 
certains cas, l’isoler par hémoculture. Chez le cobaye, en infection 
spontanée, elle a provoqué la mort des animaux. Par contre, le pouvoir 
pathogéne expérimental sur cobaye et souris fut faible. 

Résumé. — Au cours d’une épizootie chez des cobayes, 4 Saigon, 
Salmonella stanley fut isolée a trois reprises. C’est la premiére fois que 
la présence de cette Salmonella est signalée chez l’animal. 

Les auteurs rapportent aussi 3 observations d’infection humaine 4 
S. stanley, et font 4 ce sujet une revue bibliographique relative a cette 
espeéce. 
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RECHERCHES SUR LA SURVIE 
DES BACTERIES ANAEROBIES EN EAU DE MER 


par B.-Ca. CALLAME. 


(Institut Pasteur, Service des Anaérobies, 
el Centre de Recherches et d’Etudes Océanographiques [C. R. E. OT.) 


Parmi les nombreux problémes de bactériologie marine exposés 
récemment par A.-R. Prévot [41], celui de la survie des bactéries dans 
Veau de mer nous a paru d’une grande importance théorique et 
pratique. 

On sait, en effet, que cette survie ne dépasse pas quinze jours aA 
trois semaines pour beaucoup de bactéries, mais on ne sait pas combien 
de temps vivent la plupart des bactéries pathogénes dans l’eau de mer. 

La résistance des microbes pathogénes peut fournir des données 
intéressantes sur l’étiologie des maladies contractées au bord de la 
mer. De plus le comportement en milieu marin des bactéries patho- 
génes ou non fournira des indications sur la physiologie et le destin 
des bactéries immergées dans la mer. C’est pourquoi nous avons 
étudié la survie des bactéries anaérobies en eau de mer en choisissant 
pour cela les principaux représentants des différents groupes taxo- 
nomiques [2]. Toutes les souches utilisées proviennent de la collection 
de l’Institut Pasteur. 

L’eau de mer qui a servi 4 ces expériences est de l’eau « agée » 
suivant l’expression de C. E. Zobell [3], c’est-a-dire conservée deux mois 
& Vobscurité afin que soit stabilisé son contenu en matiéres orga- 
niques. Au moment de l’expérience, elle est répartie dans des tubes 
de verre & raison de 20 cm? par tube, et stérilisée vingt minutes a 120° 
4 l’autoclave. 

Le pH de cette eau de mer apres stérilisation était de 7,5 donc 
voisin de celui auquel sont habituées les bactéries utilisées. Dans les 
conditions naturelles, le pH de l’eau de mer peut atteindre 8-8,2. 

Pour chaque germe on ensemence plusieurs tubes d’eau de mer avec 
chacun 0,5 & 1 cm® d’une culture de vingt-quatre heures en 
bouillon VF. Ces tubes sont ensuite étirés et scellés sous vide puis 
incubés 4 26°. 

Les bactéries telluriques et les parasites endogénes habitués a un 
milieu oligohalophile et essentiellement organique se trouvent brus- 
quement transplantés dans un milieu salé et essentiellement minéral, 
la salinité moyenne de l’eau de mer étant de 36 g par litre et le 
contenu en maticres organiques de 3 mg par litre, quantité qui se 
réduit pendant le « vieillissement » de l’eau de mer. 

Les tubes sont ouverts stérilement a intervalles de temps réguliers 
el 1 crm de eau de mer contenant le germe est alors transpianté sur 
le milieu nutritif normal. La croissance du germe indique si la bac- 
lérie a résisté au passage en eau de mer. Son identité est vérifiée par 


378 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


examen microscopique. On poursuit les repiquages jusqu’a ce qu’il 
n’y ait plus croissance. Les résultats obtenus jusqu’ici portent sur une 
période de six mois d’expériences. (La recherche de la résistance apres 
un an en milieu marin n’est pas encore terminée.) 


Résuttars. — Ne résistent pas vingt-quatre heures : 
Zuberella serpens, Ramibacterium pseudo-ramosum, Dialister pneu- 


mosintes, Catenabacterium filamentosum, Acuformis perennis, Fusi- 
formis fusiformis, Spherophorus ridiculosus, Fusocillus girans. 


Résistent quarante-huit heures : 


Eubacterium cadaveris, Inflabilis teras, Staphylococcus aerogenes, 
Vibrio crassus, Paraplectrum malenominatum, Veillonella parvula. 


Résiste huit jours : 


Micrococcus variabilis. 


Résistent quinze jours : 


Cillobacterium moniliforme, Clostridium gigas. x 


Résiste un mois : 

Actinobacterium baudeli. 

Résistent six mois : 

Streptococcus putridus, Ristella insolita, Plectridium tetani, Pl. capi- 
tovalis, Pl. putrificum, Weichia perfringens, Clostridium sporogenes, 
Cl. caproicum, Cl. chauveei, Cl. butyricum, Cl. botulinum A, Cl. botu- 
linum B, Cl. acetobutylicum, Cl. hemolyticum, Cl. histolyticum. 


Conctusions. — 1° Trente-trois espéces anaérobies ont été étudiées 
quant a leur survie en eau de mer. Dix-sept d’entre elles ont été tuées 
par eau de mer : il s’agissait surtout de bactéries endogénes non 
sporulées et fragiles par elles-mémes, sauf Injflabilis teras et Cl. gigas, 
telluriques et sporulées. 

2° Une espéce non sporulée, Act. baudeti, a une résistance en eau 
de mer supérieure A sa longévité en milieux ordinaires. 

3° Quinze espéces résistent six mois au moins et, parmi elles, deux 
espéces non sporulées, a longévité courte dans les milieux ordinaires, 
et 13 sporulées telluriques. 

4° Les anaérobies présentant une survie importante en eau de mer 
sont ceux qui vivent naturellement dans les sols et les eaux douces. 
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ETUDE D'UNE SOUCHE 
DE CL. SUBTERMINALE (HALL ET WHITEHEAD) BERGEY 


par J. PISU et N. ALADAME. 


(Laboratoire d’Hygiéne de Milan 
et Institut Pasteur, Service des Anaérobies.) 


Une intoxication alimentaire ayant atteint une centaine de per- 
sonnes a été étudiée au laboratoire d’hygiéne de Milan. L’aliment 
texique a été reconnu comme étant un roti froid. Deux espéces bacté- 
riennes en ont été isolées: un staphylocoque blanc et un anaérobie 
strict. Ce dernier a été identifié comme une souche de Cl. subterminale 
(Hall et Whitehead) Bergey. 

On sait que cette espéce trés rare a été isolée de manioc africain en 
1927 et jamais retrouvée depuis. Sa description est donc restée trés 
scommaire. Nous avons pu compléter son étude de facon a la rendre 
classable et plus facilement déterminable. 

Morphologie. — C’est un Clostridium typique, mesurant 2,8 u 
sur 0,3 p. On constate fréqguemment des granulations disséminées dans 
les formes végétatives. 

Physiologie. — Anaérobie strict se développant bien entre 30° et 37° 
ei résistant deux minutes a 100°. Il réduit définitivement ie rouge 
neutre et la phénosafranine et, temporairement, la safranine. 

Cultures. — Gazogénes, mais non fétides ; simplement légérement 
aromatiques. 

En gélose profonde il donne de petites colonies lenticulaires et le 
dégagement gazeux est trés abondant et disloque la gélose. En eau 
peptonée, culture trés faible ; en bouillon glucosé, culture trés rapide, 
trouble, gazogéne avec dépét. La gélatine est liquéfiée. Le lait est 
coagulé puis digéré. Les protéines coagulées ne sont pas attaquées. 

Contrairement 4 la souche de Hall et Whitehead, la notre fait fer- 
menter glucose, maltose, saccharose et lactose. 

Caractéres biochimiques. — Les nitrates ne sont pas réduits en 
nitrites; les sulfites sont réduits en SH,; la fermentation du 
bouillon VF glucosé donne une acidité volatile totale de 1,161 g par 
litre. Il s’agit du mélange volatile acétique/butyrique = 1/2. Il y a 
production d’acide lactique en abondance. 

L’ammoniaque produit est de 0,34 g par litre. Il existe aussi dans 
les cultures des amines volatiles, des aldéhydes, des alcools et des 
traces de SH,. 

Pouvoir pathogéne. Si on injecte 2 cm* de culture jeune dans 
le muscle d’un cobaye, celui-ci présente, quarante-huit heures aprés, 
un léger ced@me, puis une infiltration et une éventration de la paroi 
avec digestion des tissus. Mais la plaie finit par guérir et se cicatriser. 
1! ne se produit pas de toxine diffusible, ni d’hémolysine dans les 
cultures. Par contre, la réaction des lécithinases y a été positive. L’in- 
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jection intrapéritonéale de 0,5 cm? & la souris provoque, aprés une 
période d’incubation de dix heures, de la diarrhée et, aprés vingt-quatre 
heures, la mort de 3 animaux sur 5. A l’autopsie, ceux-ci présentaient 
au météorisme. 

Chez 2 jeunes chats (500 ¢@), Vintroduction par voie rectale de 
2 cm? de culture dans le gros intestin, & l’aide d’une petite sonde, a 
provoqué aprés dix heures d’incubation une diarrhée profuse avec 
féces jaunes et écumeuses. Les témoins trailés de la méme facon avec 
B. subtilis n’ont présenté aucun symptome. 

Mais l’ingestion de culture du Clostridium par les cobayes et les 
souris n’a provoqué aucun symptéme d’intoxication. 

Il semble donc que le Clostridium puisse exercer son action dircc- 
tement sur l’intestin, selon l’animal et la voie d’introduction, mais 
le pouvoir pathogéne pour l’homme n’est pas encore strement 
démontré, bien qu’on puisse le supposer & cause du grand nombre 
de Clostridium trouvés dans Ja viande qui a provoqué l’intoxication 
(500 millions par gramme) vis-a-vis d’une quantité trés petite de 
staphylocoques (5 000 par gramme). 

Cette considération est aussi valable du fait que le déelenchement 
de Vintoxication humaine par la viande froide ot le germe a été isolé 
a présenté une symptomatologie différente de l’intoxication staphylo- 
coccique, avec une période d‘incubation de douze heures, trés voisine 
de celle présentée par les animaux (souris et chats) soumis A l’épreuve 
expérimentale. 

Position dans ia systématique. — La souche étudiée ci-dessus cons- 
titue une variété glucidolytique de Cl. subterminale ; c’est une espéce 
trés voisine de Cl. aerofotidum et nous la classons dans le groupe de 
Ci. sporogenes [sous-genre VII de Prévot] (1). 


ETUDE DE QUELQUES SOUCHES 
DE BACILLES MESOPHILES SPORULES 


par P. pz LAJUDIE 


Nous avons étudié en 1950, 4 l'Institut Pasteur de Saigon, 22 souches 
de bacilles mésophiles sporulés en utilisant les techniques préconisées 
par Nathan R. Smith et ses collaborateurs [4, 2]. 

Origine des souches. — Ces souches n’ont fait l’objet d’aucune sélec- 
tion ; elles ont été prélevées au hasard de leur rencontre sur des 
milieux de culture ensemencés avec des produits pathologiques divers, 
humains ou animaux ; elles ont été considérées comme des souillures 
provenant du milieu extérieur. 

Toutes se développaient 4 la température du laboratoire (28° environ) 
aussi bien qu’a 41°5, sauf une souche de B. polymyza et une de 


(1) A.-R. Privor. Manuel de classification des Anaérobies, 2¢ édit., 
1948, 173. 
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B. circulans, qui poussaient trés mal & cette derniére température. 
Pour des raisons matérielles, l’incubation A 45° et aux températures 
supérieures n’a pu étre essayée. 

Technique. — Nous avons adopté strictement les techniques et 
milieux recommandés par les auteurs américains pour la détermina- 
tion des espéces. Cependant, la recherche de l’hydrolyse de l’amidon 
et de celle de la caséine sur plaques s’est montrée constamment néga- 
tive ; de plus, les boites se contaminaient facilement ; nous n’avons 
pas pu tenir compte de ces résultats. Il en a été de méme de la 
recherche de l’hydrolyse de la gélatine sur milieu de Hastings modifié ; 
nous avons dt revenir 4 la technique classique de culture en bouillon 
gélatiné en tubes de 18 mm et incubation A 37° ; Vhydrolyse est faci- 
lement appréciée par la persistance de la fluidité du milieu aprés séjour 
de quinze minutes 4 la glaciére, un tube témoin se trouvant solidifié 
au bout de ce laps de temps. 

Tous les germes poussérent en présence d’azote minéral dans le 
milieu d’Ayers et coll., qui donna d’excellents résultats pour l'étude 
des fermentations. 

L’utilisation du citrate fut recherchée sur milieu de Koser-Simmons. 

Résultats obtenus. — Toutes les cultures présentent des spores ova- 
laires ou cylindriques ; elles appartiennent donc aux deux premiers 
groupes d’espéces du genre Bacillus ; aucune espéce du _ troisiéme 
groupe (spores rondes) n’a été rencontrée. 

Les souches étudiées ont été identifiées comme suit : 

Baysuoults = L2ssouches (no? 1 25,5, 6; 7, 8, 10; 18, 195 20) 21, 22)>5 

B. cereus : 5 souches (n® 4, 14, 15, 16,.17) ; 

B. pumilus : 2 souches (n® 3 et 9) ; 

B. polymyxa : 1 souche (n° 12) ; 

B. circulans : 1 souche (n° 11) ; 

B. megatherium : 1 souche (n° 18). 

Particularités et anomalies observées. — B. megatherium. — La 
souche étudiée présente, 4 la surface des colonies sur gélose, des gout- 
telettes d’aspeet graisseux et produit sur pomme de terre un pigment 
rose franc. 

B. cereus. — N. R. Smith et ses collaborateurs considérent que 
B. cereus est bien plus fréquemment rencontré que B. subtilis ; c’est 
le contraire que nous avons observé, sur un nombre de cultures plus 
faibles, il est vrai. 

Le principal élément de diagnostic entre ces deux espéces est la 
différence de diamétre, qui est de plus de 0,9 w chez B. cereus, de 
moins de 0,9 p chez B. subtilis. Or, les auteurs américains signalent 
que le diamétre du premier peut varier de 0,9 41,3 wp, et celui du 
second de 0,6 4 1 w; l’écart est donc trés insuffisant pour permettre 
ja différenciation, méme en faisant la mensuration sur un grand 
nombre de germes, comme nous I’avons constaté plusieurs fois (B. sub- 
tilis, n°* 1, 6, 7 et 22; B. cereus, n° 15 et 17 en particulier). Dans les 
cas litigieux, nous nous sommes basé pour la détermination sur les 
autres caractéres : l’aspect vacuolaire (B. cereus) ou uniformément 
coloré (B. subtilis) du protoplasma aprés coloration 4 la fuchsine diluée, 
les caractéres culturaux (bien que les deux espéces puissent présenter 
de nombreuses variations), et enfin les caractéres biochimiques, notam- 
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ment les fermentations sucrées (xylose, arabinose et mannite sont atta- 
qués en regle générale par B. subtilis, mais non par B. cereus). 

Si les cellules de certaines souches ne dépassent guére 0,9 w de dia- 
métre, d’autres en revanche (souches n° 14 et 16) sont anormalement 
épaisses : 1,36 , en moyenne, alors que les auteurs américains consi- 
dérent 1,3 4 comme diamétre maximum pour cette espéce. 

La souche n° 16 donne une culture maigre sur pomme de terre ; 
la souche n° 17 pousse sur bouillon en formant un voile, sans troubler 
le liquide. 

Au point de vue biochimique, la production d’acétyl-méthyl-carbinol 
s’est montrée tardive avec les souches n° 15 (huitiéme jour), n° 16 
(dixiéme jour) et n° 14 (quinziéme jour). Cette derniére, d’autre part, 
n’hydrolysait complétement la gélatine qu’au bout de quinze jours. 

B. subtilis. — Les éléments de la souche n° 10 n’ont que 0,55 w de 
large en moyenne (le minimum observé par N. R. Smith était de 
0,6 wu). Plusieurs cultures de cette espéce produisent des pigments 
jaune (souche n° 2), chamois (n° 19), orangé virant progressivement 
au rouge (n° 5), jaune vert (n° 6). Les souches n° 1 et 20 fermentent 
fe lactose, qui n’est généralement pas attaqué par cette espéce. 

B. pumilus. — Les spores de la souche n° 3 sont anormalement 
minces, ne mesurant que 0,59 w de diamétre moyen. La souche n° 9 
appartient au type court, les éiéments ont seulement 1 » 41,7 w de 
long (1,4 4 en moyenne). Les deux cultures donnent de petites colonies 
coniques, lisses pour la souche n° 3, rugueuses pour la souche n° 9. 
Cette derniére, en outre, pousse mal sur pomme de terre. Les fermen- 
tations sucrées sont normales ; elles sont cependant assez lentes avec 
la souche n° 9. 

B. circulans. — La souche n° 11, identifiée & B. circulans, a tous les 
caractéres classiques de cette espéce, sauf l’aspect de la culture, qui 
n’a pas présenté les colonies tournantes mobiles caractéristiques sur 
gélose séche ; d’ailleurs, le développement n’est pas extensif et Jes 
colonies, coniques, opaques et brillantes, sont de petites dimensions ; 
il s’agit donc d’une culture peu mobile. 


Une premiére étude de 22 souches non sélectionnées de bacilles spo- 
rulés mésophiles nous a permis d’identifier 6 espéces différentes, dont 
certaines ont d’ailleurs des caractéres atypiques. 

Ceci fait entrevoir l’intérét que présenterait, en Indochine, une étude 
systématique et plus compléte de ce groupe bactérien et, en particulier, 
Ja recherche des propriétés antibiotiques, dont de nombreuses espéces 
du genre Bacillus ont fait la preuve lorsqu’elles ont été prospectées sur 
d’autres continents. 
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COMPORTEMENT 
DES AGGLUTININES, DES PRECIPITINES 
ET DES ANTICORPS INCOMPLETS 
AU COURS DE L’IMMUNISATION DE LAPINS 
PAR LE SERUM HUMAIN 


par Konrap HUMMEL, 


présenlée par A. EYQUEM. 


(institut @Hygiéne de VUniversilé de Fribourg-en-Brisgau.) 


Cette étude a été réalisée sur le sérum de 20 lapins répartis en trois 
lots : 

1° 9 japins ont été immunisés par trois A cing injections intramus- 
culaires a sept jours d’intervalle. 

2° 5 lapins ont recu trois 4 cing injections intraveineuses 4 cing 
jours d’intervalle. 

3° 6 lapins ont été immunisés d’abord par voie intraveineuse, puis 
réimmunisés par trois 4 cing injections intramusculaires espacées de 
cing a sept jours. 

L’étude a porté sur l’évolution du titre des agglutinines, des préci- 
pitines, des anticorps incomplets (anticorps bloquants, agglutinoides, 
cryptagglutinoides et « aggloides »). (Dénomination de Hummel.) 

Les résultats ont montré que le mode d’immunisation n’a pas d’in- 
fluence sur le titre des différents anticorps. Les précipitines seules 
semblent, chez les animaux immunisés par voie intraveineuse, atteindre 
plus tét leur maximum. 

Avant Vimmunisation, les sérums n/’avaient pas de _ précipitines 
normales contre l’albumine humaine, mais dans la plupart des cas, 
il y avait une agglutinine d’un titre de 1/2 a 1/16. Les agglutinoides 
testés en milieu albumineux (technique de Diamond et Denton) 
n’étaient pas décelables avant l’immunisation. La recherche des 
cryptagglutinoides 4 l’aide du test « T » met en évidence une panagglu- 
tinine de Thomsen titrant 1/32 a 1/64, qui n’est absorbée que par 
les globules rouges transformés possédant !’antigeéne T. Les titres 
spécifiques trouvés 4 l’aide du « Kollidon » (Hummel) lors de Ja 
recherche des « aggloides », atteignent, en moyenne, 1/500 4 1/2 000 
avant l’immunisation. 

Au cours de limmunisation, les différents anticorps se sont 
comportés de la fagon suivante : 

1° Agglutinines. — La montée du titre des agglutinines s’est 
effectuée en général réguli¢rement et a commencé du deuxiéme au 
quatriéme jour. Le maximum a été atteint en général trois semaines 
apres le début de l’immunisation. Dans la moitié des cas, le titre 
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maximum est resté constant encore assez longtemps, dans les autres 
cas le titre a diminué immédiatement aprés l]’atteinte du maximum ; 
trente-six jours aprés la fin de l’immunisation, les titres de départ 
étaient en général de nouveau atteints. 

2° Anticorps bloquants. — Lors des recherches sur les anticorps 
bloquants, on a renoncé au « blocking test » de Wiener et on n’a 
recherché que la présence des prozones. Cette méthode se justifiait, 
puisque Hill et ses collaborateurs ont constaié que les anticorps blo- 
quants apparaissent passagérement au cours de l’immunisation. Il 
n’a pas 6té possible d’établir si les phénoménes de zone observés 
étaient causés par l’effet inhibiteur de l’agglutination di a Il’hémo- 
lyse (qui était presque toujours présente dans les premiers tubes) ou 
par des anticorps bloquants (fixant ou ne fixant pas le complément). 
En tout cas, on a constaté que Vhémolyse n’était pas l’unique cause 
des prozones. 

3° Agglutinoides. — Il n’est possible de conclure a la présence de 
ces anticorps que lorsque les titres ei milieu albumineux sont de 
deux ou trois dilutions supérieurs aux titres de la réaction d’aggluti- 
nation. 9 animaux n’ont absolument jamais présenté de réaction posi- 
tive en milieu albumineux ; 9 autres ont présenté passagérement des 
agelutinoides et ceci, la plupart du temps, 4 peu prés a l’époque du 
titre maximum des agglutinines. Dans 2 cas, on a pu constater ]’exis- 
tence d’un anticorps actif en milieu albumineux dont le titre est resté 
constant du dix-huititme au vingt-quatri¢éme jour aprés le début de 
Vimmunisation, puis a disparu au trente-sixiéme jour. 

4° Cryptagglutinoides. — Les titres de ces anticorps montent a partir 
du deuxiéme au quatriéme jour, relativement rapidement, et attei- 
gnent leur maximum en général plus t6t que les agglutinines. A leur 
maximum, ces titres étaient en moyenne sept a huit fois supérieurs 
au titre original (l’augmentation réelle du titre atteint, en fait, huit a 
douze fois, puisque le titre original obtenu par cette réaction repré- 
sente la valeur de « l’agglutinine T »). Huit jours aprés Vatteinte du 
maximum, les titres commencent en général & descendre, pour étre, 
trente-six jours aprés la derniére immunisation, encore une a deux 
fois supérieurs au taux de départ. 

5° Aggloides. — Chez le lapin, les aggloides normaux envers les 
globules rouges humains ont en moyenne un titre de 1/500 a 1/2 000. 
Au deuxiéme-quatriéme jour aprés le début de l’immunisation, les 
litres des aggloides commencent 4 monter et atteignent, & peu prés 
eri méme temps que les Cryptagglutinoides, leur maximum. Celui-ci 
était de sept & huit fois supérieur 4 la valeur de départ. Aprés avoir 
atteint le maximum, les titres commencent en général a descendre 
lentement pour ¢étre au trente-sixiéme jour aprés la derniére immu- 
nisation, deux a trois fois supérieurs 4 la valeur originelle. 

6° Précipitines. — Le tilre des précipitines a été déterminé par le 
procédé g. La méthode de détermination se différencie de celle de la 
détermination des titres des anticorps agglutinants, en ce qu’une 
comparaison directe avec ceux-ci n’est pas possible d’emblée. Les 
précipitines sont d’abord décelables, dans la régle, au cinquiéme- 
septiéme jour, 4 une dilution d’antigéne de 1/50; le titre monte 
réguliérement et atteint son maximum apres tous les autres anticorps 
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examinés, soit quatre 4 cing semaines aprés le début de l’immuni- 
sation. A ce moment, les titres atteignent en moyenne une valeur 
dix fois supérieure a celle du départ. Aprés avoir atteint son maximum, 
le titre des précipitines tombe trés lentement, et le trente-sixiéme 
jour, aprés la derniére immunisation, est en moyenne six A huit 
fois supérieur au titre originel. En comparant le titre de précipitation 
avec les taux des anticorps agglutinants, on constate en premier 
lieu une relation avec les cryptagglutinoides et les aggloides. 

Les recherches que nous rapportons ont montré que les titres des 
types d’anticorps se comportent de maniére individuelle au cours 
de V’immunisation. La division en 4 fractions différentes doit donc 
subsister 4 juste raison. Le « hiatus » en anticorps constaté primiti- 
vement dans les sérums normaux entre les agglutinines et les 
« aggloides » a été comblé par l’immunisation grace a l’apparition des 
« agglutinoides » et « cryptagglutinoides ». La présence de cryptagglu- 
tinoides et d’agglutinoides semble donc pathognomonique d’une 
immunisation. 
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LIVRES REGUS 


M. M. Murray, J. A. Ryle, B. W. Simpson et D. C. Wilson. — Thyroid 
enlargement and other changes related to the mineral content 
of drinking water (with a note on goitre prophylaxis). Medical 
Research Council, Memorandum n° 18, 1 vol., 39 p., His Majesty’s 
Stationery Office, London, 1948. Prix : 1s. 6 d. 


Enquéte effectuée en Angleterre sur les rapports entre ]’hypertro- 
phie de la glande thyroide et la teneur de l’eau en iode, et qui a porté 
sur 6000 Gcoliers de tous Ages et sur les 575 habitants d’un village 
d’une région a goitres. Les auteurs ont d’abord mis au point une 
méthode permettant d’évaluer avec exactitude les dimensions des 
clandes thyroides et de classer celles-ci en quatre catégories. Un rapport 
a pu étre établi entre la teneur de l’eau en iode et la fréquence du 
goitre ; cependant le réle joué par lViode de l’eau de boisson dépend 
aussi du degré de dureté de cette eau. Le plus grand nombre de goitres 
dans certaines régions d’Angleterre par rapport 4 des régions d’Ecosse 
dont l’eau a Ja méme teneur en iode peut étre attribué au degré de 
dureté des eaux anglaises, plus grand que celui des eaux d’Ecosse. 
La répartition du goitre suivant l’Age et le sexe est exposée et discutée. 
Enfin de nouvelles preuves sont apportées en ce qui concerne |’asso- 
ciation du crétinisme et de la surdi-mutité avec le goitre. Les auteurs 
conseillent d’ajouter des sels d’iode au sel de cuisine en Angleterre. 

He 


G. L. Brown. — Chance and design in physiological research. Lewis 
and C° Ltd, London, 1951, 14 pages. Prix : 3 sh. 


Lecon d’inauguration faite par le Prof. Brown lors de sa nomination 
Université de Londres. Il y définit les buts du physiologiste et les 
facilités que les nouveaux équipements et les nouvelles techniques ont 
mis 4 sa disposition ces derniéres années. I] tient également A rappeler, 
d’autre part, le rdle que la chance et le hasard ont joué et joueront 
sans doute toujours dans les découvertes scientifiques. Enfin il 
souligne l’utilité pour les jeunes physiologistes anglais non seulement 
des stages dans les laboratoires des pays étrangers, mais aussi des 
séjours, qui devraient étre plus faciles 4 réaliser, dans les laboratoires 
de leur propre pays. 

Hig 


H. B. May et J. R. Marrack. — Clinical pathology, 6° édition, 1 vol., 
512 p., 16 pl. dont 10 en couleurs et 28 fig. dans le texte, J. et A. 
Churchill, éd., Londres 1951. Prix : 30 sh. 


Manuel destiné aux praticiens et divisé en huit sections : I. Héma- 
tologie (étude du sang normal et pathologique, groupes sanguins, tech- 
nique de la ponction lombaire). II. Chimie (composition du sang, de 
Vurine, etc., vitamines, hormones). III. Bactériologie et immunité. 
IV. Champignons et autres parasites. V. Examen des expectorations 
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et du liquide céphalo-rachidien. VI. Etude de certains états patholo- 
giques (diarrhée, fiévre, coma, ictére, etc.). VII. Réaction de la gros- 
sesse. VIII. Méthodes histologiques (coupes, colorations, préparation 
des tissus). 

HAE: 


P. L. Mollison. — Blood Transfusion in Clinical Medicine, Blackwell 
Scientific Publications, Oxford, 1951, 456 pages. Prix : 37 s. 6 d. 


La technique de transfusion sanguine a subi une évolution profonde 
sous l’influence de l’expérience de la guerre. Un livre comme celui 
de Mollison nous apporte l’état le plus récent de la question et donne 
une remarquable vue d’ensemble du sujet. Clairement présenté, bien 
illustré, avec une bibliographie compréhensive, il peut étre cité en 
exemple pour la facon dont sont traités aussi bien les aspects 
théoriques que le point de vue pratique de la transfusion sanguine. 

La liste des chapitres est éloquente de ce point de vue et dispense 
d’autres commentaires. 


Chapitre I. — La survie des différents composants du sang aprés la 
transfusion. 

Chapitre II. — Volume sanguin : mesure, détermination et varia- 
tion. 

Chapitre UII]. — Hémorragie et transfusion. 

Chapitre IV. — Transfusion et anémie. 

Chapitre V. — La transfusion en tant que méthode d’étude de la 
durée de vie des globules rouges. 

Chapitre VI. — Groupes sanguins et antigénes normaux. 

Chapitre VII. — Formation des iso-anticorps, identification des 


anticorps anormaux ; relations antigéniques des facteurs de groupes 
sanguins. 


Chapitre VIII. — Méthode de détermination des groupes sanguins. 

Chapitre IX. — Incompatibilités ou circonstances abrégeant la vie 
des globules rouges. 

Chapitre X. — Réactions hémolytiques consécutives aux transfusions 

Chapitre XI. — Autres effets défavorables des transfusions. 

Chapitre XII. — Hématologie du nouveau-né et indications de la 
transfusion. 

Chapitre XIII. — Perméabilité placentaire et maladie hémolytique 


du nouveau-né. 
Ving-cing pages de références terminent cet ouvrage hautement 


recommandable. 
Prat. 


W. Annandale Troup. — The Rational treatment of calarrh, Chaterson 
Ltd, 5 Johnson’s Court, Fleet Street, London E. C. 4., 1951, 
85 pages. Prix : 10 s. 6 d. 


Clair et bien présenté, ce livre s’adresse essentiellement aux oto- 
rhino-laryngologistes qui y trouveront l’exposé des _ traitements 
modernes des catarrhes des voies respiratoires supérieures couram- 


ment employés par les praticiens britanniques. 
i ad bs 
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AVIS 


Sur linitiative du Gouvernement italien et sous la direction scien- 
tifique et technique de la Commission Internationale des Industries 
Agricoles doit se réunir, A Rome, du 23 au 31 mai 1952, le 


IX*° CONGRES INTERNATIONAL DES INDUSTRIES AGRICOLES 


Cette manifestation a pour objet : 

1° L’étude et la discussion des problémes d’ordre scientifique, 
technique et économique intéressant les industries biologiques, 
agricoles et alimentaires. 

2° La diffusion des connaissances scientifiques et des réalisations 
pratiques acquises dans ces industries. ; 

Parmi les questions inscrites A l’ordre du jour pour étre discutées par 
priorité au cours du Congrés, citons : 

Facteurs de croissance et synthése protéique. 

Propriétés des membranes cellulaires, en relation avec les systémes 
d’extraction. 

Les bactéries dans Ja synthése des protéines. 

L’usage des produits phyto-pharmaceutiques. Leur influence sur la 
qualité des produits agricoles, ainsi que sur les cultures associées voisines 
et de l’assolement. 

La pollution des eaux de surface par les eaux résiduaires industrielles. 

Le rouissage microbiologique et chimique dans la production et l’amé- 
lioration des fibres textiles naturelles. 

Parmi les personnalités qui sont inscrites pour traiter ces questions, 
nous relevons, entre autres, les noms du D* Cuarn, du Professeur von 
EvuLerR et du Professeur Louis pE Brocriz, tous trois prix Nobel. 

Pour tous renseignements, s’adresser au Professeur Maritier, délégué 
général du « Comité Permanent d’Organisation de la Section Francaise 
des Congrés Internationaux des Industries Agricoles », ou a Monsieur 
Max Drietiin, secrétaire général du Comité, 18, avenue de Villars. 
Paris (VIT°). 


Le Gérant : G. Masson. 


Dépét légal. — 1952. — 1*" Trimestre. — Numéro d’ordre 1480. — Masson et Cie, édit., Paris 
Ancze Imp. de la Cour d’Appel, 1, rue Cassette, Paris. f 


